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Kasviperäiset fenoliset yhdisteet ovat olleet esillä viime aikoina johtuen niiden mahdollisista 
antimikrobisista ja terveyteen vaikuttavista tekijöistä. Kasviperäisillä fenolisilla yhdisteillä 
saattaa olla useita eri käyttötarkoituksia esimerkiksi ravintolisissä, elintarvikkeissa sekä 
terapeuttisessa käytössä. Stilbeenit ovat ryhmä fenolisia yhdisteitä, jotka yhdistetään usein 
kasvien luontaiseen resistenssiin. 
 
Trans-3,5,4’-trihydroksistilbeeni eli resveratroli on ollut tutkimuksen kohteena lääketieteessä 
ja kasvifysiologiassa, koska on huomattu, että sillä on monia terveyteen vaikuttavia 
ominaisuuksia. Sen esimerkiksi uskotaan selittävän ”French paradoxin”, sillä Ranskassa 
sydäninfarktiriski on 40 % pienempi muuhun Eurooppaan nähden huolimatta tyydyttyneiden 
rasvojen suuresta kulutuksesta. 3,5-dihydroksistilbeeniä eli pinosylviiniä muodostuu 
oksapuussa suojaamaan puuta mikrobien hyökkäykseltä. Pinosylviinin tiedetään estävän sekä 
sienten että bakteerien kasvua. Erityisesti Listeria monocytogenes -bakteerin kasvua 
pinosylviini estää huomattavasti. Pinosylviinillä ja resveratrolilla on samankaltainen 
kemiallinen rakenne, joten on mahdollista, että niillä on samankaltaisia vaikutuksia.  
 
Tämän pro gradu -tutkielman tavoitteena oli selvittää, millaisia vaikutuksia pinosylviinillä on 
Listeria monocytogenes -bakteerin lisääntymiseen ihmisen epiteeliä muistuttavalla in vitro 
solumallilla. Tutkimuksessa käytettiin kahden viikon ajan erilaistuneita Caco-2 -soluja 
mallintamaan ohutsuolen pintaa. Solumallin avulla testattiin neljä eri pinosylviinipitoisuutta 
neljälle eri L. monocytogenes -bakteerin kannalle adheesio-, invaasio- ja monistumiskokeella.  
 
Kaikkien testattavien L. monocytogenes bakteerikantojen kohdalla tulos oli tilastollisesti 
merkittävä. Suurimalla pinosylviinipitoisuudella bakteerien kasvu estyi kokonaan. 
Pienemmillä pitoisuuksilla oli myös selvästi havaittavissa kasvun estyminen kontrolleihin 
verrattuna. Tulevaisuudessa olisi hyvä tutkia pinosylviinin sytotoksisuutta ja turvallisuutta 
eläinkokein, jotta voitaisiin paremmin arvioida sen mahdollinen hyötykäyttö esimerkiksi 
elintarvikkeiden turvaamisessa esimerkiksi säilöntäaineena tai ravintolisissä. 
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The issue of plant-derived phenolic coumpounds has been the topic of scientific discussion 
recently due to their possible antimicrobical capacities and other possible health-related 
qualities. Plant-derived phenolic compounds are usually antimicrobical compounds and they 
may become usefull in the future for dietary supplements, food industry and threpeutic 
purposes. Stilbenes are a group of phenolic compounds that are normally related to plants' 
natural resistance. 
  
Trans-3,5,4’-trihydroxystilbene, also known as reservatrol, has been under research in 
medicine and plant physiology because it may have many health-related qualities. Reservatrol 
is, for example, believed to be the reason for the so-called French Paradox: the risk of having 
a heart attack is 40 per cent smaller in France compared to the rest of Europe despite the 
French’ substantial consumption of saturated fat. It is known that knotwood contains 3,5-
dihydroksistilbene, or pinosylvin, which protects the tree from microbes. Pinosylvin is also 
known to be antibacteric and antifungal. Pinosylvin clearly has a negative effect on the 
growth of Listeria monocytogenes, in particular. Both pinosylvin and resveratrol have quite 
similar chemical structures and, therefore, it is possible they carry the same kind of chemical 
characteristics, as well. 
 
The aim of this master’s thesis was to find out the effects of pinosylvin on reproduction of 
Listeria monocytogenes on an in vitro model similar to human epithelium.  Caco-2 cells 
which had been differentiated for two weeks were used in the study to model the surface of 
small intestine. Using the model, four different pinosylvin concentrations were tested against 
four different strains of L. monocytogenes with adhesion, invasion and duplication testing. 
 
The results were very clear with all the tested strains of Listeria monocytogenes. The growth 
of the bacteria was completely inhibited with the largest pinosylvin concentration tested. With 
smaller concentrations the deceleration of cellular growth was also noticeable. In the future, it 
would be interesting to study the cytotoxicity and safety of pinosylvin with animal testing in 
order to find out whether pinosylvin could be utilized as a preservative or a dietary 
supplement. 
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1 JOHDANTO 
 
Kasviperäiset fenoliset yhdisteet ovat viime aikoina herättäneet mielenkiintoa mahdollisien 
terveysvaikutustensa sekä antimikrobisten ominaisuuksiensa takia (Rimando ym. 2008; 
Välimaa ym. 2007). Luonnon polyfenoleilla voi olla tulevaisuudessa useita eri 
käyttötarkoituksia, kuten esimerkiksi ravintolisät, elintarvikkeiden suojaaminen, terapeuttinen 
käyttö, farmaseuttiset sovellukset sekä antioksidanttina toimiminen (Lindberg ym. 2004; 
Välimaa ym. 2007). Viime vuosikymmenen aikana tarve luonnosta peräisin oleville anti-
imflammatorisille ja syöpää estäville tekijöille on lisääntynyt (Rimando ym. 2008). 
 
Puut ovat suuri polyfenoleiden lähde ja niistä voidaan saada monia käyttökelpoisia aineita, 
joiden käyttöönoton edellytys kuitenkin on turvallisuuden selvittäminen. Erityisesti tyvioksa, 
se oksankohta, joka on puun rungon sisäpuolella, sisältää paljon fenolisia yhdisteitä kuten 
lignaaneja, flavonoideja ja stilbeenejä. Uutettavien fenolien määrä esimerkiksi männyn oksan 
sydänpuussa tai oksapuussa voi olla jopa 30 %, mutta keskimäärin niitä on 15 %. (Willför ym. 
2003; Välimaa ym. 2007; Pietarinen ym. 2006.) 
  
Stilbeenit ovat ryhmä fenolisia yhdisteitä, jotka usein toimivat kasvien luontaisina 
puolustuskemikaaleina (Seppänen ym. 2004). Luontaisilla stilbeeneillä on huomattu olevan 
monia biologisia aktiivisuuksia kuten antioksidanttisuus, sekä tulehdusten ja karsinogeneesin 
esto (Park ym. 2004). Antimikrobisten ominaisuuksien lisäksi stilbeeneillä tiedetään olevan 
sytotoksisia ja apoptoosia indusoivia vaikutuksia kasvainsoluille. Erityisesti resveratroli ja sen 
sukulaisaineet ovat herättäneet huomiota antimikrobisten ominaisuuksiensa vuoksi sieniä ja 
bakteereja kohtaan. (Välimaa ym. 2007.) Puissa esiintyvä stilbeeni pinosylviini tunnetaan 
antimikrobisena sekä fungisidisena yhdisteenä, jolla on myös antioksidanttista vaikutusta. 
Pinosylviinin on todettu inhiboivan tehokkaasti esimerkiksi Listeria monocytogenes -
bakteerin kasvua. (Välimaa ym. 2007.) 
 
Pinosylviini on kemialliselta rakenteeltaan samankaltainen kuin resveratroli. Se on osoittanut 
aktiivisuutta monissa kokeissa, joissa on tutkittu tulehduksen- ja karsinogeneesinestoa. 
Resveratrolilla saaduista hyvistä tutkimustuloksista johtuen muut sen kanssa rakenteellisesti 
samankaltaiset stilbeenit ovat herättäneet paljon mielenkiintoa mahdollisina uusina 
terapeuttisina yhdisteinä. (Roupe ym. 2006b; Park ym. 2004.) Kuitenkin pinosylviinistä 
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terapeuttisena agenttina tai sen mahdollisista syövän estovaikutuksista, antioksidanttisista ja 
sydäntä suojaavista ominaisuuksista tiedetään vielä vähän (Roupe ym. 2006a). 
 
Listeria monocytogenes on gram-positiivinen maaperän bakteeri, joka voi aiheuttaa 
listerioosin sekä ihmiselle että eläimille. L. monocytogenes selviää hyvin erilaisissa 
olosuhteissa kuten korkeassa suolapitoisuudessa ja alhaisessa pH:ssa. Tämän vuoksi L. 
monocytogenes onkin vakavasti otettava uhka elintarviketeollisuudelle, sillä tavallisin 
infektion lähde on kontaminoitunut ruoka, esimerkiksi kasvikset, liha, maitotuotteet tai 
merenelävät. Kuitenkin L. monocytogenes aiheuttaa vakavan infektion lähinnä vain ihmisille, 
joilla on jo ennestään alentunut immuniteetti. Listerioosin aiheuttamia oireita ovat esimerkiksi 
aivokalvontulehdus, keskenmeno ja kuumeinen suolistotulehdus. (McLauchlin ym 2004, 
Cossart ym. 2001, Vazquez-Boland ym 2001.) 
 
Tässä pro gradu -tutkielmassa tavoitteena on kirjallisuuskatsauksen osalta perehtyä kasvien 
sekundäärimetaboliittiryhmistä fenolisiin yhdisteisiin keskittyen seuraaviin yhdisteryhmiin: 
flavonoidit, terpeenit ja stilbeenit. Stilbeenien osalta perehdytään syvemmin kahteen 
stilbeeniin, resveratroliin ja pinosylviiniin. Kokeellisessa osuudessa tutkittiin pinosylviinin 
solunsisäistä vaikutusta L. monocytogenes -bakteerin lisääntymiseen.  
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KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2 KASVIEN FENOLISET YHDISTEET JA NIIDEN OMINAISUUDET 
 
Kasvit ovat fotoautotrofeja, joten ne kykenevät täyttämään pääasialliset tarpeensa 
biosynteesien avulla. Kasvit ovat liikuntakyvyttömiä, eivätkä siten pysty pakenemaan 
uhkaavia tilanteita eivätkä siirtymään parempia olosuhteita kohti. Evoluution kuluessa kasvit 
ovat omaksuneet rakenteellisia ja kemiallisia mekanismeja suojellakseen itseään ja 
vaikuttaakseen ympäristöönsä. Kasvit ovat biokemiallisesti monimuotoisia ja niiden 
puolustusmekanismeiksi ovat kehittyneet pienet molekyylit, joita kutsutaan kasvin 
sekudäärimetaboliiteiksi tai luontaisiksi aineiksi. Monilla näillä yhdisteillä on mielenkiintoisia 
biologisia aktiivisuuksia antimikrobisuudesta ja antiviraalisuudesta neurotoksisuuteen ja 
hallusinogeeneihin asti. (Bernards 2010.) 
 
Kasvin aineenvaihdunta jaetaan primääriseen ja sekundääriseen metaboliaan. Primäärisiä ovat 
ne reitit, jotka johtavat hiilihydraattien, rasvojen, proteiinien ja nukleiinihappojen synteesiin. 
Sekundäärimetabolia viittaa yhdisteisiin, joilla ei ole selvää roolia normaalissa kasvussa ja 
kehityksessä. Primäärisen ja sekudäärisen metabolian raja ei ole absoluuttinen, ja monilla 
primääri- ja sekundäärimetaboliiteilla on yhteinen rakenteellinen piirre tai metabolinen 
esiaste.(Bernards 2010.)  
 
Kasvien sekundääriset yhdisteet on luokiteltu sen mukaan, mitä kautta ne syntetisoidaan. 
Neljä merkittävintä yhdisteryhmää ovat fenolit, terpeenit, steroidit ja alkaloidit. Näiden lisäksi 
on kuitenkin useita pieniä ryhmiä, jotka eivät sovi kunnolla näihin neljään kategoriaan. 
Fenolit ovat hyvä esimerkki yhdisteryhmästä, joka ovat yleinen kaikille korkeille kasveille, 
koska ne ovat mukana ligniinisynteesissä. (Bougaud ym. 2001; Bernards 2010; Puupponen-
Pimiä ym. 2005.) Kasvien fenoliset yhdisteet koostuvat useista eri sekundääriyhdisteistä. 
Yhteistä kaikille sekundääriyhdisteryhmille on rakenteessa oleva fenoliryhmä, aromaattinen 
rengas, johon on liittynyt hydroksiryhmä -OH. (Keskitalo ym. 2001.) Fenolit ovat 
kemiallisilta ominaisuuksiltaan reaktiivisia, happamia ja vesiliukoisia. Ne pystyvät myös 
sitomaan metalleja sekä hapettumaan fenolaasientsyymin avulla. Kasveissa fenoliset yhdisteet 
ovat mono- tai dimeereinä tai fenolisina polymeereinä. Fenoliset yhdisteet voivat olla 
sitoutuneina muihin yhdisteisiin kuten proteiineihin, aminohappoihin ja terpeeneihin. 
(Keskitalo ym. 2001.) 
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Fenolisia yhdisteitä on kaikissa kasveissa, mutta fenolikoostumus ja -pitoisuus vaihtelevat eri 
yksilöiden ja lajien välillä.  Fenoliset yhdisteet vaikuttavat moniin toimintoihin kasveissa. Ne 
vaikuttavat kasvin tukirankaan, suojaavat ulkopuolisia vaaratekijöitä vastaan, toimivat 
signaalimolekyyleinä vuorovaikutuksessa ympäristön kanssa, toimivat hormoneina sekä 
osallistuvat kasvin sisäiseen viestintään. Fenolit syntetisoidaan monimutkaisten ja 
monihaaraisten reittien kautta, mutta kaikilla synteesi alkaa fenylalaniinista. Fenolien 
tuottamiseen vaikuttavat sekä geneettiset että ympäristötekijät, joista tärkeimpiä ovat valo ja 
ravinteet. Voimakkaiden ympäristötekijöiden, kuten esimerkiksi ilmansaasteiden, kuivumisen 
tai mekaanisen vioittumisen vuoksi kasvin kasvu voi häiriintyä, jolloin alkaa muodostua 
fenoleita. Niitä kutsutaan indusoituviksi fenoleiksi, sillä ne muodostuvat kasvin 
stressaantuessa. Indusoituvia fenoleita voidaan hyödyntää viljelyssä kasvitautien torjunnassa.  
(Keskitalo 2001.) 
 
Puut ovat merkittävä polyfenoleiden lähde ja ne voivat olla lähteenä monille potentiaalisesti 
käyttökelpoisille aineille, kun niiden bioaktiiviset ominaisuudet ja turvallisuus saadaan 
selvitettyä. Tyvioksapuu ja puuhun upottautuneena oleva oksantynkä voisivat esimerkiksi 
toimia lähteenä puista eristettäville polyfenoleille. Monen puulajin kuten kuusen, männyn ja 
haavan on havaittu sisältävän huomattavan paljon uuttuvia polyfenoleita. (Välimaa ym. 2007.) 
 
Marjoissa on paljon fenoleita, jotka on luokiteltu neljää ryhmään: flavonoidit, fenolihapot, 
lignaanit ja polymeeriset tanniinit. Flavonoideihin kuuluvat antosyaanit ovat yleisiä 
mustikassa ja herukoissa, ja ne ovat väriaineita.  Ellagitanniinit ovat monimutkaisia fenolisia 
polymeerejä, joita esiintyy vadelmassa, lakassa ja vähemmässä määrin myös mansikoissa. 
Yleisimmät fenolihapot marjoissa ovat kanelihapon tai hydroksibentsoehapon johdannaisia. 
Puolukka, mansikka ja karpalo ovat esimerkkejä marjoista, joissa on lignaaneja. (Nohynek 
ym. 2006; Puupponen-Pimiä ym. 2005.) 
 
Polyfenoleihin kuuluu myös suuri ryhmä flavonoideja, jotka toimivat kelaattoreina estäen 
metalli-ioneiden avulla tapahtuvaa radikaalien muodostusta. Polyfenoleiden ja flavonoidien 
kohdalla on tärkeää muistaa, että kaikki eivät ole samanlaisia, eikä niillä kaikilla ole hyviä 
ominaisuuksia. Osa polyfenoleista ja flavonoideista voi olla sekä mutageenisiä että 
antimutageenisiä. (Ferguson ym. 2008.) 
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Viime aikoina on ollut kasvava määrä kysyntää luonnollisesti saataville fytokemikaaleille, 
joilla on tulehduksen -ja syövänesto-ominaisuuksia (Rimando ym. 2008). Kasviperäiset 
fenoliset yhdisteet ovat herättäneet mielenkiintoa antimikrobisina yhdisteinä, joilla voi olla 
käyttöä säilöntäaineina ja terapeuttisissa sovelluksissa (Välimaa ym. 2007). Erityisesti ruuassa 
olevat polyfenolit ovat suuren mielenkiinnon kohteena antioksidanttisten ja 
antikarsinogeenisten ominaisuuksiensa takia. Esimerkiksi resveratroli voi ehkäistä syövän 
syntyä useissa kasvaimen muodostumisen vaiheissa. (Delmas ym. 2006.) Erityisesti 
polyfenolit ovat saaneet mainetta terveyttä edistävinä yhdisteinä, sillä niitä on syötävissä 
kasveissa (Rimando ym. 2008). Koska kasvien sekundäärimetaboliiteilla on paljon biologisia 
aktiivisuuksia, niitä on käytetty vuosisatoja perinteisessä lääketieteessä. Nykyään 
farmaseuttisen teollisuuden käyttämistä molekyyleistä 25 % on lähtöisin kasveista.  (Bougaud 
ym. 2001.) 
 
Oksidatiivisen stressin on huomattu korreloivan ikääntymiseen ja sairauksiin. Kasveissa 
olevilla fytokemikaaleilla on oksidatiiviselta metabolialta suojaavaa antioksidanttivaikutusta. 
Vaikka suojavaikutuksia on ensisijaisesti ajateltu olevan hyvin tunnetuilla antioksidanteilla 
kuten C- ja E-vitamiineilla sekä β-karoteenilla, myös kasviperäisillä fenolisilla yhdisteillä on 
tärkeä rooli. On tutkittu, että fenoliset yhdisteet ovat tehokkaita antioksidantteja ja eräissä 
tutkimuksissa voimakkaampia antioksidantteja kuin α-tokoferoli. (Dani ym. 2008; Mattila & 
Kumpulainen 2001.)  
 
Kasvien fenolisien yhdisteiden antioksidanttiominaisuuksien oletetaan estävän sydän- ja 
verisuonitauteja. Fenolisten yhdisteiden antioksidanttiominaisuudet riippuvat yhdisteen 
rakenteesta. Antioksidanttiominaisuuksia lisää yhdisteen hydroksylaation aste ja sitä vähentää 
rakenteessa oleva sokeriryhmä. Antioksidanttivaikutus johtuu osin metalli-ionien 
kelatoinnista sekä radikaalien muuttumisesta vaarattomammiksi fenoliradikaaleiksi ja 
terminaatiovaiheessa olevien vapaiden radikaalien hapettumisen estymisestä. Hyvien 
ominaisuuksien lisäksi jossain tilanteessa fenoliset yhdisteet saattavat kuitenkin toimia pro-
oksidantteina, joten fenolisten yhdisteiden tapauskohtaista bioaktiivisuutta ja toksikologiaa 
olisi tarkkaan tutkittava. (Mattila & Kumpulainen 2001.) 
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2.1 FLAVONOIDIT 
 
Flavonoidit ovat ryhmä luontaisia aineita, joissa on vaihtelevia fenolisia rakenteita (Nijveldt 
ym. 2001). Erilaisia flavonoideja on tunnistettu yli 4000 kappaletta. Flavonoidit rakentuvat 
kahdesta aromaattisesta renkaasta (A ja B) joiden välissä on kolmihiiliatominen yksikkö (C). 
Ne voidaan jakaa ainakin kahteen ryhmään molekyylin sisältämän pyraanirenkaan 
hapettumisasteen mukaan. Ne flavonoidit, joiden C-renkaassa ei ole OH-ryhmää, ovat 3-
deoksiflavonoideja (flavanoneja ja flavoneita). Jos C-renkaasta löytyy OH-ryhmä, ne ovat 
puolestaan 3-hydroksiflavonoideja (flavonoleja, antosyanidiineja ja flavanoleja). 
Isoflavonoidit ovat erilaisia rakenteeltaan, sillä niissä B-rengas on liittynyt C-renkaan 3-
hiileen 2-hiilen sijasta. Erilaisia isoflavonoideja on tunnistettu yli 800. Isoflavonoideja 
esiintyy vain tietyissä kasveissa. Flavonoidien yleinen rakennekaava kuvassa 1. (Keskitalo 
ym. 2001.)  
O
 
Kuva 1. Flavonoidien yleinen rakennekaava 
 
Flavonoidit antavat kasveille väriä ja makua, toimivat antioksidantteina, suodattavat valoa ja 
suojaavat UV-valolta. Niiden karvas maku suojaa kasvia eläimiltä ja tuholaisilta (Keskitalo 
ym. 2001). Flavonoidit voivat olla pigmenttejä (antosyaniidit) tai värittömiä yhdisteitä 
(flavanonit). Yleensä luonnossa flavonoidit ovat vesiliukoisina glykosideinä. Suurimmat 
flavonoidipitoisuudet kasveissa on lehdissä ja muissa maanpäällisissä osissa, koska 
flavonoidien synteesi tarvitsee valoa. (Keskitalo ym. 2001; Hyvärinen 2001.) 
 
Flavonoidit ovat yleisiä ruokavalion komponentteja, joita löytyy laajalti monista syötävistä 
kasveista, erityisesti vihanneksista, hedelmistä, teestä ja viinistä (Puupponen-Pimiä ym. 
2001). Monet flavonoidit aiheuttavat kukkien, hedelmien ja lehtien houkuttelevan värin. 
Flavonoidit voidaan jakaa ryhmiin niiden molekyylirakenteen mukaan. Pääryhmiä ovat 
flavonit, flavavonit, katekiinit ja antosyaanit. (Nijveldt ym. 2001.) 
 
B 
C A 
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Flavonolit ja flavonit ovat yleisimmät fenolit kasviperäisissä ruuissa. Flavonoleja on 
tyypillisesti sitrushedelmissä ja flavoneita vihreässä teessä. (Puupponen-Pimiä ym. 2001.) 
Flavonit ovat karakterisoitu tasaisen rakenteen perusteella johtuen kaksoissidoksesta 
keskimmäisessä aromaattisessa renkaassa.  Tunnettu flavoni on kversetiini, jota löytyy 
sipulista, omenoista, parsakaalista ja marjoista. Flavavoneja, esimerkiksi nariginia löytyy 
pääsääntöisesti sitrushedelmistä. Katekiinejä löytyy vihreästä ja mustasta teestä ja 
punaviinistä, kun taas antosyaaneja löytyy mansikoista ja muista marjoista, rypäleistä, viinistä 
ja teestä. (Nijveldt ym. 2001.) 
 
Marjat ovat perinteisesti osa suomalaista ruokavaliota ja hyvä flavonolien lähde. Punaisissa 
marjoissa dominoiva ryhmä flavonoideja on antosyaanit. (Puupponen-Pimiä ym. 2001.) 
Parhaimpia flavonoidien lähteitä ovat hedelmät, marjat, punaviini ja vihreä tee (Mattila & 
Kumpulainen 2001). Hedelmien ja marjojen fenoliset yhdisteet sijaitsevat usein 
pintakerroksissa, johtuen niiden pääasiallisesta tehtävästä, joka on kasvin suojaaminen 
ympäristöä, stressiä ja patogeenejä vastaan (Nohynek ym. 2006). 
 
 
2.1.1 Flavonoidien ominaisuuksia 
 
Ruuassa olevat flavonoidit ovat herättäneet huomiota, koska sekä in vitro ja in vivo -
tutkimuksien mukaan niillä on useita hyödyllisiä ihmisen terveyttä edistäviä ominaisuuksia 
(Puupponen-Pimiä ym. 2001). Flavonoiditutkimus lisääntyi sen jälkeen, kun havaittiin 
”ranskalainen paradoksi” eli välimeren väestön alhainen kuolleisuus sydän -ja 
verisuonitauteihin korkeasta tyydyttyneiden rasvojen saannista huolimatta. Epidemiologiset 
tutkimukset viittaavat siihen, että ravinnon flavonoidit suojaavat sydän ja verisuonitaudeilta.  
Punaviinin flavonoidit ovat vastuussa ainakin osittain ranskalaisesta paradoksista. Useita 
muita flavonoidien potentiaalisia hyödyllisiä ominaisuuksia on varmistettu sittemmin. 
Flavonoidien pitkäaikaissaannin ja kuolleisuuden välillä on tutkimusten mukaan käänteinen 
korrelaatio, erityisesti mitä tulee sydän- ja verisuonitautikuolleisuuteen. (Nijveldt ym. 2001.) 
 
Kaikkien flavonoidiryhmien parhaiten kuvattu ominaisuus on niiden antioksidatiivisuus. 
Flavonoideilla on kyky saalistaa happipohjaisia vapaita radikaaleja. In vitro -tutkimuksissa on 
osoitettu, että niillä on myös tulehduksen-, viruksen- ja syövänesto-ominaisuuksia sekä 
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antiallergeenisia vaikutuksia. Flavonoidit voivat myös mahdollisesti lisätä elimistön sisäisiä 
vapaiden radikaalien saalistajia. (Nijveldt ym. 2001.) 
 
Ihmiskehon soluja ja kudoksia uhkaavat jatkuvasti vapaiden radikaalien ja reaktiivisten 
happiyhdisteiden aiheuttamat vauriot. Näitä syntyy normaalin happimetabolian tuloksina tai 
ne ovat seurausta ulkopuolisesta vauriosta. Flavonit ja katekiinit näyttäisivät olevan 
voimakkaimmat ryhmät flavonoideista suojaamaan kehoa vapaita happiradikaaleja vastaan. 
(Nijveldt ym. 2001.) 
 
Flavonoidit ovat tehokkaita antimikrobisia yhdisteitä in vitro -kokeissa. Flavonoidien 
antimikrobiset ominaisuudet johtuvat mahdollisesti niiden kompleksinmuodostuskyvystä 
solun ulkopuolisten liukoisten proteiinien ja bakteerien soluseinän välillä. Lipofiiliset 
flavonoidit pystyvät jopa hajottamaan mikrobien membraaneja. Jotkut ravinnosta suurina 
pitoisuuksina saadut flavonoidit, kuten kversetiini, inhiboivat myös viruksia, kuten 
esimerkiksi herpes-, polio- ja hengityselintulehdusten aiheuttamaa virusta. (Mattila & 
Kumpulainen 2001.) 
 
Flavonoidien vaikutuksesta syöpäsairauksiin on saatu ristiriitaisia tuloksia. Kuitenkin 
suurimmassa osassa tutkimuksia on todettu useiden flavonoidien estävän monia eri 
syöpätyyppejä. Syöpää estävän vaikutuksen uskotaan johtuvan monista eri osatekijöistä. Näitä 
ovat antioksidanttivaikutus, syövän kasvun hidastaminen ja kyky estää syövän kehittymistä 
edistäviä entsyymejä. (Mattila & Kumpulainen 2001.) 
 
 
2.2 TERPEENIT 
 
Terpeenit muodostavat laajan perheen luonnollisia tuotteita, sillä ryhmään kuuluu yli 40 000 
yksittäistä yhdistettä (McGarvey ym. 1995; Rabi ym. 2009). Terpenoideilla, joita usein 
kutsutaan terpeeneiksi tai isoprenoideiksi, on useita vaikutuksia monissa erilaisissa kasveissa 
(Rabi ym. 2009). Terpenoidit ovat tunnettuja siitä, että niillä on monia tärkeitä biologisia 
ominaisuuksia ja fysiologisia toimintoja. Joillakin niistä on myös farmaseuttista merkitystä. 
(Dubey ym. 2003.) 
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Kaikki terpenoidit syntetisoidaan 5-hiili -yhdisteistä (Rabi ym. 2009). Terpenoidien luokittelu 
tapahtuu homologisesti niiden 5-hiili-isopreeniyksiköiden mukaan. Hemiterpeeneissä 
yksiköitä on yksi, monoterpeeneissa kaksi, seskviterpeeneissä kolme, diterpeeneissä neljä, 
triterpeeneissä kuusi ja tetraterpeeneissä kahdeksan. Polyterpeeneissä (C5)n puolestaan n voi 
olla 9-30000. (Dubey ym. 2003.) 
 
Terpeeneillä on useita erilaisia rooleja kasveissa, ne toimivat hormoneina, fotosynteettisinä 
pigmentteinä, elektronien kuljettajana, välittäjäaineina ja rakenteellisina komponentteina. 
Monet terpeenit hoitavat kommunikaatioita ja puolustusmekanismeja (esimerkiksi pölyttäjien 
huomion herättäminen) sekä toimivat hyönteiskarkottimina tai antibiootteina ja kasvia 
suojaavina tekijänä (fytoaleksiineina). (McGarvey ym. 1995.)  
 
Monoterpeenit tunnetaan kasvien sekundäärimetaboliitteina ja essentiellien öljyjen yhdisteinä, 
kukkien tuoksuina ja puolustavina hartseina. Monet monoterpeenit ovat ei-ravitsemuksellisia 
ruuan ainesosia, joita löytyy esimerkiksi sitrushedelmissä olevista essentielleistä öljyistä, sekä 
kirsikasta, mintusta ja yrteistä. Monet ravinnon monoterpeenit estävät kasvainten 
muodostumista ja pystyvät myös saamaan pahalaatuisen kasvaimen palaamaan aiempiin 
kehitysvaiheisiinsa.  (Dubey ym. 2003; Rabi ym. 2009.)  
 
Diterpeenit ovat laaja ryhmä terpenoideja, joilla on laaja kirjo eri biologisia ominaisuuksia, ja 
niitä on eristetty useista organismeista. Eräs yksinkertainen ja tärkeä asyklinen triterpeeni on 
fytoli. A-vitamiini retinoli kuuluu myös diterpeeneihin. (Rabi ym. 2009.) 
 
Triterpenoidien ryhmään sisältyy steroideja ja stroleja. Triterpenoidit ovat osoittaneet 
tulehdusta estäviä ja anti-karsinogeenisia ominaisuuksia. Fytosterolit, erityisesti sitosteroli 
ovat kasvisteroleja, joiden on osoitettu suojaavan monenlaisilta syöviltä in vitro kokeissa. 
Jotkut triterpeenit ovat myös antimikrobisia, kun taas jotkut ovat steroidihormonien kaltaisia 
vaikuttaen nisäkkäiden kasvuun ja kehitykseen. (Dubey ym. 2003; Bernards 2010; Rabi ym. 
2009.)  
 
Terpeeneja on paljon tärkeissä öljyissä, resiineissä ja vahoissa, ja nämä tuotteet ovat 
kaupallisesti hyödynnettävissä liuottimiksi, tuoksuiksi ja aromeiksi. Terpeeniryhmään kuuluu 
myös teollisuudessa paljon käytetyt polymeerit kuten kumi. (McGarvey ym. 1995.) 
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Isoprenoidien synteesin perusyksikkö on isopentenyylidifosfaatti (IPP). Sen muodostukseen 
on kasveissa kaksi reittiä, mevalonaattireitti ja 1-deoksiksyloosi-5-fosfaatit-reitti. Se, kumpaa 
reittiä käytetään, riippuu lopputuotteesta ja sen isopreeniyksiköiden määrästä. IPP:n 
liittyminen isomeeriinsa dimetyyliallyyli-pyrofosfaattiin (DMAPP) johtaa muiden isopreenien 
muodostumiseen. IPP:n ja DMAPP:n kondensoituessa muodostuu kymmenhiilinen 
geranyylipyrofosfaatti GPP, jota voidaan käyttää monoterpeenien synteesiin tai siihen voidaan 
lisätä edelleen IPP, jolloin muodostuu farnesyylipyrofosfaatti FPP.  FPP:stä on puolestaan 
kolme mahdollista jatkoreittiä. Siitä voidaan muodostaa kaksikymmentä hiiltä sisältäviä 
yhdisteitä, triterpeenejä tai seskviterpeenejä. Muodostunutta ketjua voidaan jatkaa niin 
pitkälle, että muodostuu luonnonkumia, joka sisältää 500–10 000 isopreeniyksikköä. (Dubey 
ym. 2003; Linnala & Keskitalo 2001.) 
 
 
2.3 STILBEENIT 
 
Stilbeenit ovat lukuisissa kasveissa, aromaterapeuttisissa tuotteissa ja ravintolisissä esiintyviä, 
molekyylipainoltaan pieniä (200–300 g/mol) yhdisteitä. Stilbeenit ovat kasveissa 
stressimetaboliitteja, joiden tehtävä on puolustaa kasveja viruksia ja mikrobeja vastaan sekä 
suojata ultraviolettisäteilyltä ja taudeilta. Stilbeenejä syntetisoidaan ja eritetään kasveissa 
silloin, kun kasvia uhkaa joku sen ympäristössä. Stilbeenien synteesi tapahtuu kasvin 
hedelmissä tai lehdissä. Indusoituja stilbeenejä sanotaan myös fytoaleksiineiksi niiden 
suojaavan ominaisuuden vuoksi. Stilbeeneillä on myös monipuolisesti ihmisten terveyteen 
vaikuttavia ominaisuuksia. (Roupe ym. 2006b; Roupe ym. 2006a; Rimando ym. 2008.) 
Resveratroli ja muut stilbeenit ehkäisevät useiden eri syöpäsolujen kasvua kuten suolisto-, 
eturauhas-, rinta-, haima-, munasarja-, pää-, niskasyövän ja muiden syöpäsolujen kasvua 
(Rimando ym. 2008). 
 
Monet stilbeenit ovat perusyksikön, trans-resveratrolin (3,5,4’-trihydroksi-trans-stilbeenin), 
johdannaisia ja niille luonteenomaista on 1,2-difenyletyleeniydin (Chong ym. 2009). 
Stilbeenit esiintyvät E ja Z -stereoisomeereina, riippuen funktionaalisen ryhmän sijainnista. 
Luonnollisesti esiintyvät stilbeenit ovat yleensä Z eli trans-muodossa. Tutkijoiden mukaan Z-
muoto on potentiaalisesti aktiivisempi. Erään tutkimuksen mukaan trans-resveratroli on 
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kymmenen kertaa niin tehokasta indusoimaan apoptoosia leukemiasolulinjassa kuin cis-(E-) 
muotoinen resveratroli. (Roupe ym. 2006a.) 
 
Kaikki korkeammat kasvit pystyvät tuottamaan stilbeenien esiasteita, mutta vain harvat 
kasvilajit varsinaisia stilbeenejä (Chong ym. 2009). Stilbeenit tuotetaan 
fenyylipropanoidireitin kautta (Roupe ym. 2006b). Kyvyn tuottaa stilbeenejä on ajateltu 
riippuvan pelkästään stilbeenisyntaasin läsnäolosta.  Stilbeenisyntaasit (STS) voidaan jaotella 
kahteen luokkaan. Viinirypäleissä ja pähkinöissä esiintyy kumaryyli-KoA:ta substraattina ja 
männyssä käytetään kinnamoyyli-KoA:ta pinosylviinin syntetisointiin. (Seppänen ym. 2004.) 
Se, mitä stilbeeniä muodostuu, riippuu isäntäkasvista, kasvualueesta, ja ympäristöperäisestä 
stimulaatiosta (Roupe ym. 2006b). Fenyylipropanoidireitillä fenylalaniinirakenne fenolisissa 
yhdisteissä muodostuu kinnamaatiksi fenylalaniiniammonia-lyaasin avulla. Asetyyli-KoA-
ryhmä lisätään sitten KoA-ligaasilla, jolloin syntyy kinnamoyyli-KoA. Lopuksi tuote 
muokkautuu stilbeeniksi stilbeenisyntaasin avulla, jolloin syntyy yleinen stilbeenirakenne. 
(Roupe ym. 2006.) 
 
Tutkituin stilbeeneistä on resveratroli, koska sillä on huomattu olevan antoksidanttista-, sekä 
syövän ja tulehduksien vastaista aktiivisuutta. Resveratrolia löytyy mm. viinirypäleiden 
pinnasta, jossa sitä syntetisoidaan suojaamaan rypäleitä sieni-infektioita ja muita 
stressitekijöitä vastaan. (Roupe ym. 2006b.) 
 
Resveratrolin lisäksi useita muitakin stilbeneejä on tunnistettu. Kuitenkin oletetaan, että 
stilbeenejä on identifioimatta vielä paljon ja tutkimuksia, joissa määritettäisiin muiden 
stilbeenien mahdollinen sydäntä suojaava, tulehduksenvastainen ja syövältäsuojaava 
aktiivisuus, on vähän. (Roupe ym. 2006.) 
 
Resveratrolin kanssa samankaltaisen rakenteen omaavia stilbeenejä on löydetty useista 
elintarvikkeista sekä lääkinnällisistä kasveista. Resveratrolin tavoin näillä fytokemikaaleilla 
on useita biologisia aktiivisuuksia. Luonnollisten stilbeenien farmakologiset ominaisuudet 
ovat inspiroineet analogien synteesiä, jotta aktiivisuutta voitaisiin parantaa. (Rimando ym. 
2008.) 
 
Stilbeenejä löytyy laajasti elintarvikkeista. Monissa ruuissa esiintyviä stilbeenejä on havaittu, 
ja tulevaisuudessa niiden lukumäärä lisääntynee. Resveratrolia löytyy viinirypäleistä, viinistä, 
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marjoista ja pähkinöistä. (Rimando ym. 2008.) Pikeatannolin on ehdotettu olevan osallisena 
ranskalaisessa paradoksissa, sillä sitä on rypäleissä ja viinissä.  Pinosylviiniä on löydetty 
männyn siemenistä ja rhapontigeniiniä raparperista. (Roupe ym. 2006a.) Onkin olemassa 
tarve herkemmille ja spesifisemmille menetelmille havaita stilbeenejä useista ruuista ja ruoka-
aineista, jotta saadaan määritettyä paremmin stilbeenien saannin määrä, ja voidaan paremmin 
ennustaa niiden farmakologisia ja fysiologisia vaikutuksia kehossa (Roupe ym. 2006a). 
 
Useat tekijät vaikuttavat stilbeenien konsentraatioon ruuassa. Ne voidaan jakaa kahteen 
ryhmään: ennen sadonkorjuuta ilmeneviin tekijöihin ja sadonkorjuun jälkeisiin tekijöihin.  
Ennen sadonkorjuuta tärkeitä stibeenien konsentraatioon vaikuttavia tekijöitä ovat kasvin 
genetiikka, viljelytapa (luomu/tavallinen), sää, valolle altistuminen, tuholaiset ja 
tuholaistorjunta, maan hedelmällisyys, sadonkorjuuaika ja kasvin kypsyminen.  Sadonkorjuun 
jälkeen tärkeitä tekijöitä ovat kasvien säilytys ja prosessointi. (Roupe ym. 2006a.) Hyvä 
esimerkki tästä on tutkimus, jossa vertailtiin resveratrolin määrää luomuviinissä sekä 
tavallisessa viinissä. Resveratrolin konsentraatio viineissä vaihteli 0,2 mg/l - 10,6 mg/l, 
riippuen laajasti rypälelajikkeesta ja kasvuympäristöstä. (Roupe ym. 2006a.) 
 
 
2.3.1 Resveratroli 
 
Resveratroli eli 3.5,4’-trihydroksistilbeeni on stilbeeniperheeseen kuuluva polyfenoli, joka on 
eräs tärkeimmistä punaviineistä löytyvistä polyfenoleista (Dani ym 2008). Resveratroli on 
viime aikoina ollut monien tutkimuksen kohteena lääketieteessä ja kasvifysiologiassa, koska 
on ilmennyt, että se on lupaava molekyyli, joka mahdollisesti vaikuttaa ihmisten terveyteen, 
esimerkkeinä vaikkapa ikääntymiseen liittyvät sairaudet kuten neurodegredaatio ja 
ateroskleroosi. (Dani ym. 2008, Donnez ym. 2009, Roupe ym. 2006a.) Resveratrolin 
rakennekaava on esitetty kuvassa 2. 
 
Resveratroli tuotetaan fenyylipropanoidireittiä pitkin neljän vaiheen kautta. Ensin 
fenylalaniinista muokataan kanelihappoa fenylalaniiniammonialyaasi (PAL) -entsyymin 
avulla. Sitten kinnamaatti-4-hydroksiylaasin (C4H) ja 4-kumaraatti-KoA-ligaasin (4CL) 
avulla kanelihaposta muodostetaan p-kumaryyli-KoA. Lopuksi kumaryyli-KoA ja kolme 
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malonyyli-KoA yksikköä kondensoidaan resveratroliksi stilbeenisyntaasi -STS:n avulla. 
(Beekwilder ym. 2006; Lijavetzky ym. 2008; Jeandet ym. 2002.) 
 
OH
OH
OH  
Kuva 2. Resveratrolin rakennekaava 
 
Useat kasvilajit tuottavat suuria määriä resveratrolia ja erityisesti trans-resveratrolia (Delmas 
ym. 2006). Ensimmäisen kerran resveratroli eristettiin pärskäjuuresta (Veratrum 
grandiflorum). Punaiset viinirypäleet ja punaviinit sisältävät huomattavan määrän 
resveratrolia eli noin 5-40 µM. (Kaldas ym. 2003; Donnez ym. 2009; Baur ym. 2006; Bhat 
ym. 2001.) Viinirypäleiden lisäksi resveratrolia löytyy paljon myös esimerkiksi marjoista, 
granaattiomenoista, pähkinöistä sekä kiinalaisista yrteistä (Dasgupta ym. 2007, Maier-
Salomon ym. 2006). 
 
 
2.3.1.1 Ominaisuudet 
 
Tutkimusten mukaan resveratroli mm. estää syöpää, verisuonitauteja, virusinfektioita, 
Alzheimerin tautia sekä suojaa hermostoa. Resveratroli on antibakteerinen ja -fungaalinen. Se 
on myös antioksidantti, sillä se suojaa alhaisen tiheyden lipoproteiineja (LDL) oksidaatiolta. 
On myös oletettu, että resveratroli saattaa lisätä elinikää. Useiden tutkimusten mukaan 
näyttäisi siltä, että resveratroli on yksi viinin päämikrokomponenteista, jotka vastaavat 
terveysvaikutuksista. (Delmas ym. 2006; Baur ym. 2006; Donnez ym. 2009; Maier-Salomon 
ym. 2006; Rimando ym. 2008.) 
 
Resveratrolia voidaan kutsua luonnon antibiootiksi, sillä esimerkiksi viiniköynnöksessä siitä 
muodostuu fytoalkesiinia eli sitä tuotetaan suuria määriä rypäleiden pintaan suojaamaan 
infektioilta (Roupe ym. 2006a; Das ym. 2010, Baur ym. 2006; Bhat ym. 2001). On myös 
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resveratrolia tuottavia rohdoskasveja, esimerkiksi vanhat kiinalaiset lääkekasvit, kuten 
Polygonum cuspidatatu ja Yucca schidigera (Delmas ym. 2006).  
 
Resveratrolin biologisten ja farmakologisten ominaisuuksien on ajateltu johtuvan sen 
voimakkaasta antioksidanttisuudesta, joka on havaittu useissa tutkimuksissa. 
Antioksidanttisuuden vuoksi resveratrolin on katsottu suojaavan sydän- ja verisuonitaudeilta, 
ja se myös mahdollisesti antaa suojan syöpää vastaan.  Lisäksi resveratroli näyttää suojaavan 
diabetestä sekä aivorappeumia vastaan. (Donnez ym. 2009.) Resveratroli inhiboi Fe
2+
 -
indusoitua lipidien peroksidaatiota rottien maksan mikrosomeissa, sekä Cu
2+
 -katalysoitua 
LDL:n peroksidaatiota ihmisillä ja sioilla. Se myös inhiboi tert-butyylihydroperoksi-
indusoitua lipidien peroksidaatiota ihmisen fibroblasteissa, inhiboi reaktiivisten 
happiyhdisteiden muodostumista sian verihiutaleissa ja hiiren makrofageissa. Se sieppaa 
myös 1.1.difenyyli-2-pikryyli-hydrasyyli (DPPH) vapaita radikaaleja ja inhiboi 
sitronellaaliterpeenin oksidaatiota. (Rimando 2004.) 
 
Stressitekijät aiheuttavat todennäköisesti vaihtelua kasvien resveratrolisisältöön. Esimerkiksi 
viinirypäleissä resveratrolitasot vaihtelevat keräysajan, ympäristön ja ilmaston vaihtelujen 
vuoksi, sekä kasvin kasvuvaiheen mukaan. Varastoinnin vaikutusta konsentraatioihin ei 
pidetä todennäköisenä, sillä resveratrolin määrä ei vaihtele viiden kuukauden säilytyksen 
aikana viinirypäleissä ja niiden kuorissa lämpötiloissa +5 ja +18 °C välillä. (Rimando 2004.) 
 
Resveratroli metaboloidaan elimistössä nopeasti ja tehokkaasti, ja sillä on lyhyt 
puoliintumisaika 8-14 min. Lisätutkimuksia tarvitaan selvittämään resveratrolin ja sen 
metaboliittien kertymisestä kudoksiin. (Baur ym. 2006.) Resveratrolin tehokas 
biotransformaatio voi olla tärkeä tekijä alhaiseen biosaatavuuteen (Maier-Salomon ym. 2006). 
 
Suun kautta nautitun aineen imeytyminen riippuu sen vesiliukoisuudesta, membraanin 
läpäisevyydestä ja kyseisen aineen metabolisesta stabiilisuudesta. Suun kautta saadun 
resveratrolin imeytyminen ihmisillä on alhainen. Polyfenolisena yhdisteenä resveratrolin 
kulkeutuminen epiteelin kautta ei pitäisi olla ongelma, sillä sen on havaittu läpäisevän 
vaikeuksitta suoliesteen. Kuitenkin resveratrolin korkea lipofiilisyys johtaa huonoon 
vesiliukoisuuteen, joka voi heikentää suun kautta saatavuutta. Resveratrolin huonon 
metabolisen stabiilisuuden on huomattu olevan rajoittava tekijä resveratrolin suun kautta 
saannissa. Resveratroli käy läpi laajan faasi II metabolian, jolloin muodostuu glukuronidi- ja 
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sulfaattikonjugaatteja. On kuitenkin huomattu että Caco-2 -solujen saturoituminen 
resveratrolilla johtaa lisääntyneeseen resveratrolin kuljetukseen solukerroksen yli. Tämän 
tuloksen perusteella voikin olla niin, että resveratrolin metabolia ruoansulatuskanavassa voi 
olla saturoitu suurilla resveratroli-pitoisuuksilla, ja annoksen noustessa resveratroli itse 
parantaa omaa saatavuuttaan suolistossa. (Das ym. 2008.) 
 
Se, kuinka resveratoli saavuttaa ne paikat, jossa vaikutus syntyy, ei ole vielä täysin selvää. 
Rottakokeissa on osoitettu, että resveratroli imeytyy kohtalaisen hyvin. Ihmisillä kokeita ei 
ole tehty. (Kaldas ym. 2003.)  
 
Solumallilla tutkittaessa resveratrolilla vei yli kuusi tuntia siirtyä apikaaliselta puolelta 
basolateraalipuolelle konsentraatioilla 5-40 µM. Tämä konsentraatio on hieman suurempi, 
kuin mitä elimistössä olisi viinilasillisen jälkeen, mutta pienempi, jos olisi otettu 10–20 mg 
resveratroliravintolisä. Imeytyminen tapahtui kaikissa konsentraatiossa. Kuljetus oli 
lineaarista ainoastaan tunnin ajan ja kuljetusnopeus kaksinkertaistui suurimman ja pienemmän 
konsentraation välillä. (Kaldas ym. 2003, Maier-Salomon ym. 2006.) Resveratroli menee 
helposti enterosyytin sisään ja tämä viittaa siihen, että se absorboituu hyvin in vivo.  Voi olla 
myös niin, että resveratroli kulkeutuu enemminkin läpi solujen väleistä kuin niiden läpi. 
(Kaldas ym. 2003.) 
 
Passiivinen diffusio voi olla mekanismi, jolla resveratroli menee soluissa apikaalimembraanin 
läpi. Resveratrolin kerääntyminen Caco-2 -soluihin voi tarkoittaa sitä, että enterosyytit voivat 
olla suun kautta annostellun resveratrolin tärkein kohde, jossa sen syöpää ja tulehdustauteja 
estävä vaikutus ilmenee. (Maier-Salomon ym. 2006.) 
 
 
2.3.1.2 Terveysvaikutukset 
 
Ranskassa resveratrolin päivittäinen kulutus esimerkiksi punaviinissä on yhdistetty 
ranskalaiseen paradoksiin, koska resveratrolin uskotaan alentavan sepelvaltimotaudin 
esiintymistä punaviinien juojien keskuudessa. Mahdolliset vaikutusmekanismit ovat LDL:n 
oksidaation inhibitio, verihiutaleiden aggregaation esto ja eikosanoidien synteesi. (Donnez 
ym. 2009; Rimando 2004; Kaldas ym. 2003.) 
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Resveratrolilla on myös in vitro -testein havaittuja syövältä suojaavia ominaisuuksia. 
Resveratrolin on todettu estävän karsinogeneesin kolmea vaihetta: syöpäkasvaimen 
syntymistä, etenemistä ja kehittymistä. (Rimando 2004; Delmas ym. 2006; Lee ym. 2003; 
Kaldas ym. 2003.) Resveratrolin antikarsinogeeninen ominaisuus on demonstroitu useilla 
eläinmalleilla (Delmas ym. 2006). Resveratroli pystyy estämään kasvaimien syntymistä 
etsimällä vapaita radikaaleja, jotka vaurioittavat DNA:ta ja aktivoimalla detoksikaatio-
entsyymejä. Resveratroli estää kasvaimien kehitystä moduloimalla polyamiinimetaboliaa ja 
kasvaimen etenemistä moduloimalla solusykliä ja indusoimalla apoptoosia. Resveratroli voi 
myös herkistää useita syöpäsoluja apoptoottisille lääkkeille. (Delmas ym. 2006.) 
 
Resveratrolin on edelleen huomattu estävän mutanttiproteiinien kertymistä ja Parkinsonin ja 
Huntingtonin tauteja kuvaavilla matomallilla (Caernohabditis elegans) tehdyssä 
tutkimuksessa se edisti selviytymistä (Dasgupta ym 2007). Eläinkokeissa resveratroli näyttää 
pidentävän elinikää ja vähentävän ikääntymisen merkkejä (Donnez ym. 2009). Hiirikokeissa 
runsaskalorisella dieetillä resveratroli paransi yleistä terveyttä osoittaen, että sitä voitaisiin 
käyttää liikalihavuuteen liittyvien sairauksien hoidossa (Das ym. 2008). Resveratroli voi myös 
auttaa naisia osteroporoosin ehkäisyssä (Delmas ym. 2006). 
 
Resveratrolin on tutkittu viivyttävän ikäsidonnaista liikuntakyvyn ja muistin heikkenemistä 
sekä aivojen verenkierron vähenemistä. Tutkimuksessa resveratroli viivytti nisäkkäiden 
aivosoluissa aksonien rappeutumista vaurion jälkeen. Resveratroli estää Aβ-peptidin 
kerääntymistä ja antaa suojan aivoiskemialta sekä aikuisille että vastasyntyneille jyrsijöille. 
Lisäksi resveratroli aiheuttaa muutoksia metaboliassa esimerkiksi vähentämällä 
insuliinin/IGF-signalointia sekä lisäämällä mitokondrioiden biogeneesiä. Useiden tutkimusten 
mukaan resveratroli voi suojata aivovauriota vastaan iskemian ja hypoksian jälkeen. 
Hermostoa suojaava aktiivisuus resveratrolilla on demonstroitu mekaanisen vaurion malleilla 
sekä Alzheimerin että Huntingtonin tauteja kuvaavilla malleilla. (Dasgupta ym. 2007.) 
 
Kiinnostus resveratrolia kohtaan on kasvanut jatkuvasti, johtuen sen oletetuista hyvistä 
ominaisuuksista terveyteen. Joitakin kliinisiä kokeita on parhaillaan käynnissä, jotta voitaisiin 
paremmin karakterisoida sen suojaava rooli syövän, diabeteksen ja rappeutumista aiheuttavien 
sairauksien estossa. Lisäksi voitaisiin paremmin ymmärtää sen biosynteesiä sekä 
molekuulaarista mekanismia ja mahdollista hyötykäyttöä. Tulevaisuudessa resveratrolin tarve 
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voi lisääntyä nopeasti ja uusia resveratrolin lähteitä voidaan tarvita. 
Kosmetiikkateollisuudessa trans-resveratroli on laajalti käytetty ja viinirypäleet voisivat olla 
sopivin raaka-aine resveratrolin ja sen johdannaisten lähteeksi tuotteisiin kuten 
kasvovoiteisiin. (Donnez ym. 2009.) 
 
Biotekniikan käyttö voi johtaa voimakkaaseen laaja-alaiseen resveratrolin tuotantoon, koska 
mikro-organismien tai kasvien käyttö sallii alhaiset kustannukset ja nopean tuotannon suurille 
määrille tätä biologista molekyyliä. Resveratrolin päämarkkinat ovat ravintolisänä 10–20 mg 
annoksina. (Donnez ym. 2009, Kaldas ym. 2003.) Joitakin kasveja, esimerkiksi tupakkaa ja 
tomaattia on jo muokattu geneettisesti tuottamaan trans-resveratrolia mahdollisena terveyttä 
edistävänä yhdisteenä sekä suojana kasvitauteja vastaan (Donnez ym. 2009; Rimando ym. 
2004). 
 
 
2.3.2 Pinosylviini 
 
Pinosylviini eli 3,5-dihydroksistilbeeni on luonnossa esiintyvä stilbeeni, jota löytyy useiden 
mäntypuulajien sydänpuusta ja neulasista, eukalyptuspuusta, teeöljyistä ja yrttilääkkeistä 
(Park ym. 2004; Roupe ym 2005; Roupe ym. 2006a). Pinosylviinin rakennekaava on kuvassa 
3. 
 
Pinosylviiniä muodostuu sydänpuussa tai fytoaleksiinin kaltaisena pintapuussa (Seppänen ym. 
2004). Sydänpuu sisältää pinosylviinin lisäksi pinosylviinimonometyylieetteriä ja kummankin 
yhdisteen tiedetään estävän sienten kasvua (Bachelor ym. 1969; Chiron ym. 2000). Molempia 
indusoidaan myös pintapuussa, nilassa, ja neulasissa reaktiona vaurioitumiselle ja sienten 
hyökkäyksille (Chiron ym. 2000). 
OH
OH  
Kuva 3. Pinosylviinin rakennekaava 
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2.3.2.1 Ominaisuudet  
 
Pinosylviini on antioksidanttinen ja sienten kasvua estävä fytoaleksiini (Park ym. 2004; 
Pietarinen ym. 2006; Välimaa ym. 2007; Lindberg ym. 2004). Näitä ominaisuuksia tarvitaan 
eniten oksien haaroissa, kun oksa katkeaa tai kuori vaurioituu ja puu altistuu mikrobeille 
(Välimaa ym. 2007; Roupe ym. 2005). 
 
Pinosylviinin tehoa elintarvikkeiden pilaajamikrobeja ja patogeenisiä bakteereita vastaan on 
selvitetty. Tutkimuksessa osoittautui, että kasvatusliemessä pinosylviini esti hiivojen ja 
grampositiivisten bakteerien kasvua. Pinosylviini esti esimerkiksi L. monocytogenes ja 
Staphylococcus aureus -bakteerien kasvun kokonaan kasvatusliemessä pitoisuuksilla 37,5–
62,5 µg/ml (177–294 µM). Pinosylviini esti myös hiivojen kasvun tehokkaasti pitoisuuksilla 
25–50 µg/ml (118–236 µM). (Komulainen 2009.)  
 
Myös pinosylviinin sytotoksisuutta on tutkittu ja testeissä on osoittautunut, että pinosylviini 
on heikosti sytotoksista ihmisen keuhkokarsonoomasoluille (A549) ja paksusuolen 
syöpäsoluille DLD-1, IC50-arvoilla 66–75 µM (Simard ym. 2008). Hiiren maksasyöpäsoluille 
(Hepa-1) pinosylviini osoittautui hyvin sytotoksiseksi 200 µM -pitoisuudella (Välimaa ym. 
2007). Ihmisen paksunsuolen syöpäsoluille (Caco-2) pinosylviini osoittautui hyvin 
sytotoksiseksi pitoisuuksilla 250–1000 µM. Tätä pienempinä pitoisuuksina pinosylviini ei 
osoittautunut sytotoksiseksi tai oli vain vähän sytotoksinen. (Väkeväinen 2010.) 
 
Kuten edellä on todettu, resveratrolilla on solukokeissa ilmennyt syöpää estäviä 
ominaisuuksia. Pinosylviinillä on lähes samanlainen kemiallinen rakenne kuin resveratrolilla. 
(Park ym. 2004.) Täten myös pinosylviini on lupaava mahdollinen syövänestäjä. Sitä on 
tutkittu useita syöpätyyppejä, kuten maksa- ja suolistonsyöpää vastaan ja sillä on mm. 
antileukeemista vaikutusta. Pinosylviiniä ei kuitenkaan ole tutkittu tarpeeksi, 
farmakokinetiikka ei ole täysin selvillä, eikä pinosylviinin metaboliaa terveissä kudoksissa ole 
vielä tutkittu. (Roupe ym. 2005.) 
 
Tutkimuksissa, jossa pinosylviiniä ja resveratrolia on verrattu keskenään, niillä on ollut myös 
päinvastaisia vaikutuksia. Pinosylviini inhiboi tehokkaasti sienestä johtuvaa lahoamista 
koivussa ja haavassa.  Samalla konsentraatiolla 50 µg/ml, 236 µM, resveratroli puolestaan 
edisti sienen kasvua. (Roupe ym. 2006a.) Samanlainen tulos on saatu myös in vitro kokeessa, 
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jossa testattiin pinosylviinin ja resveratrolin vaikutusta kahden sienen kasvuun maljatestillä 
(Seppänen ym. 2004). 
 
Resveratroliin verrattuna pinosylviini on vähemmän tehokas saalistamaan vapaita radikaaleja. 
Aikaisempien tutkimusten perusteella toinen mäntypuussa esiintyvä stilbeeni, pikeatannoli, on 
puolestaan resveratrolia voimakkaampi antioksidantti. (Roupe ym. 2006a.) Pinosylviini ja 
pikeatannoli ovat osoittaneet farmakologista aktiivisuutta monissa tutkimuksissa, joissa on 
tutkittu tulehduksen- ja syövänestoa sekä antioksidanttivaikutusta.  Näyttää siltä, että 
hydroksyyli- ja metoksimotiivit, jotka ovat liittyneet stilbeenin perusrakenteeseen, tuottavat 
nämä vaihtelut aktiivisuuksissa. Esimerkiksi hydroksyyliryhmän lisäys stilbeenirakenteeseen 
lisää antioksidanttikapasiteettia. Erot kemiallisessa rakenteessa voivat muuttaa merkittävästi 
näiden yhdisteiden metaboliaa ja farmakokineettisiä parametrejä. Tämä löytö on 
yhdenmukainen sen tuloksen kanssa, että trans-stilbeenit, joihin ei ole liittynyt 
hydroksyyliryhmiä, ovat suhteellisen tehottomia vapaiden radikaalien saalistajia. (Roupe ym. 
2006b; Roupe ym. 2006a.)  
 
Antifungaalisuuden ja antibakteerisuuden lisäksi pinosylviinillä voi olla myös 
syövänestoaktiivisuutta, sillä laboratriokokeissa pinosylviini tehosi (IC50 10–20 µg/ml) 
HepG2-maksasyöpäsoluhin ja estrogeenistä riippumattomiin rintasyöpäsoluihin (Roupe ym. 
2006a). Pinosylviini on myös estänyt solujen jakautumista kahdessa estrogeeniriippuvaisessa 
rintasyöpäsolulinjassa (MFC-7 ja T-47D). Pienin tehokkain konsentraatio oli 0,2 µg/ml (1 
µM), joka inhiboi rintasyöpäsolujen jakaantumista. Pinosylviini on myös potentiaalinen 
inhibiittori ihmisen lymfoblastoidisoluille 30 µg/ml (142 µM) -konsentraatiolla. (Roupe ym. 
2006a.) 
 
Pinosylviinillä on myös huomattu olevan estrogeeninkaltaista vaikutusta sen toimiessa 
resveratrolin ja pikeatannolin tavoin estrogeenireseptorien modulaattorina. Pinosylviini ei 
kuitenkaan tutkitussa pitoisuudessa (1 µM) ollut estrogeeninen in vivo -mallissa, jossa 
testattiin estrogeenisten puu-uutteiden vaikutusta lohien lisääntymiseen. (Roupe ym. 2006a.) 
 
Männyn uutteiden stilbeeneistä suurin osa on pinosylviiniä ja 
pinosylviinimonometyylieetteriä. Näiden kahden arvellaan olevan männyn aktiivisia 
komponentteja. Tutkimuksessa, jossa testattiin mäntyuutteiden lisäksi pinosylviiniä, 
pinosylviinimonometyylieetteriä ja dihydro-pinosylviinimonometyylieetteriä puhtaina 
  
26 
 
yhdisteinä, kaikki yhdisteet osoittivat antibakteerista vaikutusta. Kuitenkin puhtaiden 
yhdisteiden kohdalla oli käytettävä korkeampia konsentraatioita kuin mäntyuutteilla. 
Pinosylviinillä ilmeni parempi antibakteerinen vaikutus kuin 
pinosylviinimonometyylieetterillä. Puhtaina yhdisteinä testattaessa ei samalla konsentraatiolla 
saatu aikaan kasvunestoa kuin mäntyuutteilla. Tämä voi johtua siitä, ettei puhtailla yhdisteillä 
ollut yhteisvaikutusta kuten mäntyuutteessa tai uutteen aineet ovat aktiivisia pienillä 
konsentraatioilla. On hyvin mahdollista, että mäntyuutteessa aineet toimivat yhdessä ja 
yksittäin testattuina voidaan saada vääristyneitä tuloksia. (Lindberg ym. 2004.) 
 
Pinosylviinin ja mäntyuutteiden antimikrobiset ominaisuudet olivat laajempia kuin kasvi- tai 
marjauutteiden. Erityisesti L. monocytogenes -bakteeria vastaan pinosylviini vaikuttaa 
huomattavasti. Pinosylviinillä ja pinosylviinimonometyylieetterillä oli korkeimmat 
antimikrobiset aktiivisuudet puhtaina yhdisteinä. Puhdas pinosylviini ei pystynyt estämään 
Lactobacillus plantarum -bakteerin kasvua, joka voi johtua siitä, että maitohappobakteerit 
pystyvät kestämään stilbeenejä.  (Välimaa ym. 2007.) 
 
Suurin osa pinosylviiniä koskevasta tutkimuksesta koskee sen antimikrobisia ja 
antifungaalisia ominaisuuksia ja pinosylviinin terapeuttisia sovelluksia on tutkittu vain vähän. 
Pinosylviinin mahdollisista syövän ja tulehduksen esto-ominaisuuksista ja 
antioksidanttisuudesta tai sydäntä suojaavista ominaisuuksia ei ole vielä paljon tietoa.  (Roupe 
ym. 2006a.) 
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3 LISTERIA MONOCYTOGENES 
 
Listeria -suku käsittää kuusi lajia, L. monocytogenes, L. innocua, L. welhsimeri, L. seeligeri, 
L. ivanovii ja L. grayi ja kaikkia lajeja esiintyy yleisesti luonnossa. Niitä on eristetty 
maaperästä, kasveista, jätevedestä, vedestä, eläinten rehusta, tuoreesta ja pakastetusta lihasta 
(esim. siipikarjanliha), teurastamojen jätteestä sekä terveiden eläinten ja ihmisten ulosteesta. 
Listerioosi on sairaus, jonka aiheuttavat L. monocytogenes suvun bakteerit. Näistä Listeria 
monocytogenes on patogeenisin kanta sekä eläimille ja ihmisille. L. seeligeri ja L. ivanovii 
kantojen kohdalla vain muutamia ihmistapauksia on raportoitu, mutta kotieläimille, kuten 
lampaille, voivat L. ivanovii ja L. innocua aiheuttaa infektion. L. welhsimeri ja L. grayi 
kantojen ei ole raportoitu aiheuttavan listerioosia. (McLauchlin ym. 2004.) 
 
Listeria monocytogenes on grampositiivinen ympäristöbakteeri, joka on aerobinen ja 
fakultatiivisesti anaerobi, ei itiöivä. Se pystyy kasvamaan pH-alueella 6-9 ja lämpötila-
alueella 1-45 °C. Sen optimikasvulämpötila on 30–37° C. Se on myös katalaasipositiivinen, 
oksidatiivinegatiivinen ja beta-hemolyyttinen aiheuttaen kapean hemolyysin. (Schuchat ym. 
1991, Miettinen ym. 1999, Jaradat ym. 2003.) 
 
L. monocytogenes -bakteeri ja listerioosi tunnistettiin ensimmäisen kerran laboratoriossa 
eläimillä vuonna 1924. Myöhemmin selvisi, että tauti esiintyy myös ihmisissä ja 1980-luvulla 
mielenkiinto listerioosia kohtaan lisääntyi, kun huomattiin monien ihmisten sairastuvan ruoan 
välityksellä useissa eri maissa. Taudin tutkiminen on edistynyt kehittyneen diagnostiikan 
johdosta, ja nykyisin ymmärretään paremmin sen patogeneesiä ja epidemiologiaa. 
(McLauchlin ym. 2004, Cossart 2007.) 
 
Listerioosin ensimmäisiä oireita ovat flunssankaltaiset oireet, pahoinvointi, oksentaminen, 
krampit, ripuli ja kuume. Oireet voivat ilmetä kontaminoidun ruoan syömisen jälkeen 2-70 
vuorokauden sisällä. Terveillä aikuisilla ja lapsilla ilmenee yleensä lieviä tai kohtuullisia 
oireita. Jotkut normaalin immuniteetin omaavat henkilöt voivat kuitenkin saada rankkoja ja 
hengenvaarallisia oireita kuten septinen shokki, aivokalvontulehdus ja aivotulehdus. 
(Bortolussi 2008.) 
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Riskiryhmiin kuuluvilla henkilöillä on suurempi riski saada hengenvaarallinen 
listerioosimuoto. Riskiryhmiin kuuluvat vastasyntyneet, vanhukset, raskaana olevat naiset 
sekä immuniteetiltään heikentyneet henkilöt, esimerkiksi potilaat jotka saavat steroideja-, tai 
joilla on aids, diabetes, maksakirroosi tai alkoholiongelma. Kuolleisuus listerioosiin vaihtelee, 
mutta vastasyntyneillä se on 25–50 % ja yli 60-vuotiailla 10–20 %. (Bortolussi 2008, 
McLauchlin ym. 2004; Lecuit ym. 2005.) 
 
Raskaana oleville naisille listerioosi aiheuttaa lieviä infektion oireita. Kuitenkin heillä on 
suurentunut riski saada vakava infektio sikiölle, joista voi seurata keskenmeno ensimmäisen 
raskauskolmanneksen aikana tai ennenaikainen synnytys myöhemmässä raskauden vaiheessa 
ja sikiön kuoleminen. (McLauchlin ym. 2004, Bortolussi 2008.) 
 
Listerioosista voi myös esiintyä ripulimuoto terveillä henkilöillä ankarana maha-
suolitulehduksena runsaasti kontaminoidun ruoan nauttimisen jälkeen (Miettinen ym. 1999, 
Cossart 2007). Tämä muoto voi olla tyyppillistä vain joillekin L. monocytogenes kannoille, 
sillä kaikissa epidemioissa ei esiinny ripulityyppiä (McLauchlin ym. 2004). 
 
L. monocytogenes -bakteerilla on kyky läpäistä kolme tärkeää estettä elimistössä; suolistoeste, 
veri-aivoeste ja istukkaeste. Se on fakutatiivisesti solunsisäinen bakteeri, joka pystyy 
menemään solujen sisään sekä selviytyä ja lisääntyä sekä fagosyyttisissä että ei-
fagosyyttisissä soluissa. Tämä ominaisuus on keskeisintä listerioosin patofysiologialle. 
(Lecuit ym. 2005.) 
 
Kaikki L. monocytogenes serotyypit eivät aiheuta ruuan välityksellä sairautta, serotyypit 4b, 
1/2a, 1/2b ja 3 ovat vastuussa enemmän kuin 90 % listerioosiepidemioista kahden viime 
vuosikymmenen aikana. Serotyypin lisäksi infektiiviseen annokseen vaikuttaa bakteerin 
selviytyminen mahalaukussa ja isännän immuniteetti. Ruansulatuskanava on ensisijainen reitti 
infektioon ja suoliston epiteeliin penetroituminen on ensimmäinen askel infektio prosessissa. 
Listerian kyky tunkeutua soluihin korreloi bakteerin patogeenisuuden kanssa. (Jaradat ym. 
2003; Van Langendonck ym. 1998.) 
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3.1 Virulenssi 
 
L. monocytogenes -bakteerin virulenssi johtuu useiden geenien ilmenemisestä. Nämä geenit 
antavat bakteerille kyvyn penetroitua soluihin, lisääntyä niiden sisällä ja siirtyä solusta 
toiseen. (Lecuit 2005; Olier ym. 2002; Jaradat ym. 2003; Gaillard ym. 1996.) Tärkeitä L. 
monocytogenes -bakteerin virulenssille ovat:  
 
 Listeriaadheesioproteiinit (LAP), jotka ovat vastuussa adheesiosta  
 Internaliinit A ja B, joita tarvitaan solujen sisään tunkeutumiseen useissa 
solutyypeissä.  
 Listeriolysiini O (LLO), joka kahden fosfolipaasin (PlcA ja PlcB) kanssa vapauttaa 
bakteerit fagosytoosivakuolista  
 Act A, joka aiheuttaa aktiiniin pohjautuvan liikkumisen solun sisällä ja solusta-soluun 
leviämisen.  
(Lecuit 2005; Olier ym. 2002; Jaradat ym. 2003; Gaillard ym. 1996.) 
 
L. monocytogenes -bakteerilla on kyky indusoida fagosytoosi myös niihin soluihin, joissa sitä 
ei luonnostaan tapahdu, esimerkiksi suoliston epiteelisoluihin, jotka eivät luonnostaan pysty 
fagosytoosiin. Tällöin ne kapseloivat bakteerin sisäänsä membraanin sisälle. (McLauchlin ym. 
2004.) Invaasio ei-fagosyyttisiin soluihin tapahtuu internaliinien A ja B avulla. Internaliini A 
sitoo E-kadheriinin solunulkopuolisen alueen (E-kadheeriini on membraanin läpi oleva solu-
solukontaktin adheesiomolekyyli). Internaliini A on tärkeä invaasion aloitusvaiheessa kaikissa 
solutyypeissä. (McLauchlin ym. 2004.) Internaliini B:n on huomattu olevan mukana 
invaasiossa HepG-2 maksasoluihin, muttei enterosyyttien kaltaisiin Caco-2 soluihin. 
Internaliini B sitoutuu Met reseptorin tyrosiinikinaasiin ja välittää internalisaation PI3 
kinaasin aktivaation kautta. (Pentecost ym. 2006, Portnoy  ym. 2002; McLauchlin ym. 2004.) 
 
Kun makrofagi fagosytoi L. monocytogenes -bakteerin, bakteeri voi joko kuolla tai vapautua 
solulimaan. Vakuolin sisällä L. monocytogenes -bakteeri estää vakuolin kypsymistä 
lysosomaaliseen vaiheeseen, ja bakteeri pystyy säilymään elinkykyisenä sen sisällä. 
Vakuolista vapautuminen alkaa n. 30 minuuttia solun sisään pääsyn jälkeen. Vakuolin hajotus 
tapahtuu listeriolysiini O:n (LLO) avulla. Mutantit, joilta puuttuu LLO, eivät pysty 
vapautumaan vakuolista useimmissa soluissa. Ne voivat selviytyä soluviljelmässä, mutta eivät 
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pysty kasvamaan. LLO:lla on tärkeä rooli myös sekudäärisestä vakuolista vapauttamisessa, 
joka syntyy solusta toiseen leviämisessä. (Portnoy ym. 2002; Vasquez-Boland ym. 2001.) 
 
LLO:n lisäksi L. monocytogenes erittää kahta fosfolipaasi C:tä (PLC), jotka edistävät 
vakuolista vapautumista. Fosfolipaasi C (PlcA) on mukana primäärisestä vakuolista 
vapautumisessa. L. monocytogenes erittää myös fosfotidyylikoliini fosfolipaasi C:tä (PlcB), 
joka yhdessä listeriolysiini O:n kanssa aiheuttaa vapautumisen sekundäärisestä vakuolista. 
Tarkka mekanismi, jolla L. monocytogenes bakteeri pakenee vakuoleista, ei ole vielä selvää. 
(Cossart ym. 2003.) 
 
Solulimaan päästyään bakteerit alkavat lisääntyä ja tunnissa kaksinkertaistavat määränsä. 
Tämä on kuitenkin kolme kertaa hitaampaa kuin rikkaassa kasvatusmediumissa 
lisääntyminen. (Vasquez-Boland ym. 2001.)  
 
Solulimassa L. monocytogenes -bakteeri indusoi isännän aktiinifilamenttien polymerisaation 
ja käyttää polymerisoinnista syntynyttä voimaa liikkumiseen. Aluksi se liikkuu solun sisällä ja 
työntyy sen jälkeen toiseen soluun. Huomattavaa on, että vain yksi bakteerin proteiini, ActA, 
on vastuussa aktiinin perustuvassa liikkumisessa ja on tärkeää patogeenisyydelle. 
Bakteerimutantit, joilta ActA puuttuu, voivat vapautua solulimasta ja lisääntyä isännän sisällä, 
mutta eivät voi levitä toisiin soluihin. ActA-proteiini matkii eukaryoottisolujen vasodilaattori-
stimuloitua fosfoproteiinia (VASP) ja tarjoaa useita sitoutumispaikkoja isännän solun 
rakennekomponenteille. Se toimii myös rakennuspalikkana solun aktiinipolymerisoinnin 
koneiston koostumisesta. (Portnoy ym. 2002.) Bakteerit alkavat liikkua aktiinin 
polymerisoinnissa syntyneen voiman avulla. Tämän seurauksena bakteerit työntyvät kohti 
membraania ja muodostuu pseudopodi (listeriopodi), joka tunkeutuu naapurisoluun. Siellä se 
tulee uudelleen vakuolin sisään eli muodostuu sekundäärinen vakuoli, jossa on 
kaksinkertainen membraani. Sekundäärisen membraanin hajotuksen jälkeen bakteeri vapautuu 
solulimaan, jossa lisääntyminen ja liikkuminen edelleen jatkuvat. (McLauchlin ym. 2004; 
Cossart ym. 2001.) L. monocytogenes bakteerin infektiosykli on esitetty kuvassa 4.  
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Kuva 4. Listerian infektiosykli. L. monocytogenes -bakteeri indusoi soluun fagosytoosin ja 
tunkeutuu soluun vakuolin sisällä. Vakuolista vapauduttuaan se alkaa lisääntyä ja kerätä 
ympärilleen solun aktiinifilamentteja, joiden polymerisoinnin synnyttämällä voimalla se alkaa 
liikkua solukalvoa kohti. Liikkuminen saa bakteerin työntymään toiseen soluun 
pseudopodina, josta muodostuu sekundäärinen vakuoli. Vakuolista vapautumisen jälkeen 
bakteerin infektiosykli toistuu. (Vasquez-Boland ym. 2001.) 
 
 
3.2 Hiirimalli  
 
Suurin osa L. monocytogenes -bakteerin patogeenisuutta koskevia tutkimuksia on tehty 
hiirimalleilla. L. monocytogenes -bakteerin molekyylisiä mekanismeja on tutkittu in vitro -
testeillä, kuten soluviljelyllä. (Olier ym. 2002.) Hiirimallissa bakteerin inokulointi suun kautta 
ei tuota hyvää tulosta, sillä L. monocytogenes -bakteerin siirtyminen suolistoesteen läpi on 
yhtä tehotonta kuin ei-patogeenisellä L. innocua bakteerilla (Van Langendonck ym. 1998). 
Sen sijaan suonen sisäisellä inokuloinnilla saadaan indusoitua annosriippuvainen kuolleisuus. 
Tätä mallia on käytetty hyväksi vuosien ajan, kun tutkitaan kannan taudinaiheuttamiskykyä.  
(Lecuit 2005.) 
 
Ihmisen E-kadheriini on L. monocytogenes -bakteerin internaliinien reseptori, mutta hiiren E-
kadheriini ei pysty edistämään L. monocytogenes bakteerin tunkeutumista soluihin. Hiirten E-
kadheriini eroaa ihmisten vastaavasta vain yhden aminohapon osalta, joka aiheuttaa proteiinin 
toimimattomuuden. Hiirten tai rottien solut eivät sovi internaliinitutkimuksiin, joten piti 
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löytää sopiva eläinlaji, jonka E-kadheriini vastaa ihmistä. Selvisikin, että marsujen E-
kadheriini on sopiva, joten marsujen epiteelisoluviljelmän avulla voidaan tutkia internaliinien 
toimintaa, sillä solut sallivat internaliiniriippuvaisen solun sisään tunkeutumisen. (Lecuit  
2005.) 
 
Jotta voidaan tutkia internaliinien ja E-kadheriinin vuorovaikutusta suolistoesteen toimintaan, 
luotiin transgeeninen hiirimalli, jossa hiirelle on siirretty ihmisen E-kadheriini. Tässä 
hiirimallissa L. monocytogenes ohjautuu suoraan enterosyytteihin vaikuttamalla E-kadheriinin 
kanssa. Tällöin invaasio tapahtuu ja suolistoeste läpäistään. Tämä oli ensimmäinen 
transgeeninen malli bakteerien virulenssitekijöiden toiminnalle ja infektion kehittymiselle 
vaihe vaiheelta. Malli selittää molekyylitasolla, miksi L. monocytogenes ei pysty toimimaan 
patogeeninä suun kautta aiheutetuissa infektioissa. (Lecuit 2005.) 
 
Se, kuinka L. monocytogenes saa kosketuksen E-kadheriiniin in vivo, on vielä tuntematonta. 
E-kadheriinia esiintyy ensisijaisesti lateraalisella membraanilla, mutta ei apikaalipinnalla 
epiteelisoluissa. Useiden todisteiden mukaan L. monocytogenes tunkeutuu soluihin 
basolateraalipuolelta. (Portnoy ym. 2002.) Voi myös olla, että L. monocytogenes invasoituu ja 
translokoitoituu ohutsuolen nukkalisäkkeiden villuksien kärjestä, kun enterosyytit 
apoptoituvat ja paljastavat samalla villuksen sisäosan, mikä on normaalia, kun solut irtoavat 
nukkalisäkkeistä (Pentecost ym. 2006). 
 
 
3.3 In vitro mallit 
 
L. monocytogenes bakteerin kyky invasoitua nisäkässoluihin on osaksi auttanut ymmärtämään 
Listeria-kantojen patogeenisyyttä ja virulenssia sekä niiden geneettistä taustaa. L. 
monocytogene -bakteeria on käytetty pitkään solunsisäisenä patogeeninä soluvälitteisen 
immuniteetin tutkimuksessa. On kuitenkin epäselvää kuinka patogeneesi ilmenee. On myös 
olemassa selvittämättömiä eroja mekanismeissa eri elimien, eri isäntälajien ja eri Listeria-
kantojen välillä. (McLauchlin ym. 2004.) 
 
L. monocytogenes -bakteerin adheesion ja invaasion tutkiminen suolistosoluissa on tärkeää, 
jotta saadaan selville kuinka bakteeri toimii isännässä. Siksi on selvitettävä mahdollista 
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korrelaatiota adheesion, invaasion ja translokaation välillä sekä solutason tapahtumia 
infektion aikana. (Jaradat ym. 2003; Gaillard ym. 1987.) 
 
L. monocytogenes on erityisen sovelias in vitro -infektiomalleihin, koska se menee sisään 
moniin eri soluihin nopeasti. Kuitenkin fakultatiivisena patogeeninä se kasvaa myös 
kasvatusmediumissa, joten solun ulkopuolisen kasvun estämiseen tarvitaan 
aminoglykosidinen gentamysiini antibiootti. Koska L. monocytogenes on herkkä 
gentamysiinille, pystyvät vain solun sisään päässeet bakteerit kasvamaan. Solun sisällä 
kahdentumisaika on 40 minuuttia. Tärkeää on, että useimmissa soluissa sisällä olevien 
bakteerien kasvu jatkuu ilman, että itse isäntäsolu vahingoittuu. Solunsisäinen kasvu ja 
solusta toiseen leviäminen voidaan määrittää mittaamalla makroskooppisia plakkeja, joita 
muodostuu solukerrokseen. Plakin koko korreloi hyvin in vivo virulenssin kanssa. (Portnoy 
ym. 2002.) 
 
L. monocytogenes pystyy kasvamaan useissa eri solutyypeissä (kuten enterosyyteissä, 
makrofageissa, hepatosyyteissä) ja kasvamaan niissä in vitro, mutta bakteerin sisäänoton 
tehokkuus vaihtelee eri solutyyppien välillä. Makrofagit ottavat sisäänsä jopa 20 bakteeria, 
mutta fibroblastit vain yhden. Invaasion aste ei-professionaalisissa fagosyyteissä johtuu 
bakteerin pintaproteiineista, internaliineista. (Portnoy ym. 2002.) 
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4 CACO-2 SOLUT 
 
1970-luvulla suoliston syöpäkasvaimista kerättiin solulinjoja, joilla oli tarkoitus tehdä 
tutkimusta syövän mekanismeista. Vuosikymmen sen jälkeen niitä alettiin käyttää myös 
laajemmin, koska normaalista kudoksista ei onnistuttu tekemään suoliston solulinjoja. 
Ihmisen suolistosyövästä eristettyä Caco-2 solulinjaa on käytetty paljon viimeisen 20 vuoden 
aikana tutkimaan suolistoestettä. Nämä solut, jotka kasvatusolosuhteissa käyvät läpi 
spontaanin erilaistumisen ilmentävät useita morfologisia ja toiminnallisia luonteenpiirteitä, 
joita on kypsällä enterosyytillä. (Sambuy ym. 2005.) 
  
Caco-2 solut kasvavat yhdessä kerroksessa ja niillä on sylinterimäinen polarisoitu morfologia 
ja mikrovillukset apikaalipuolella sekä tiiviit liitokset vierekkäisten solujen väleissä. Solut 
ilmentävät ohutsuolen hydrolaasientsyymin aktiivisuutta apikaalimembraanilla. (Sambuy ym. 
2005; Gaillard ym. 1996.) 
 
Enterosyyttien kaltaisten luonteenpiirteiden kehittymiseen vaikuttavat solujen 
kasvatusolosuhteet. Tämä johtuu alkuperäisen solulinjan heterogeenisyydestä ja johtaa ala-
populaatioiden valikoitumiseen kasvatusolosuhteisiin sopeutuneista soluista. Lisäksi 
alkuperäisestä solulinjasta on eristetty useita klonaalisia solulinjoja, joiden 
erilaistumisominaisuuksien ilmentäminen on homogeenisempaa. Ne eivät kuitenkaan aina 
omaa kaikkia alkuperäisen linjan luonteenomaisia piirteitä. Näistä seikoista johtuen eri Caco-
2 solulinjoja käyttävien laboratorioiden tulosten vertailu on vaikeaa. (Sambuy ym. 2005.) 
 
Caco-2 soluilla voi tutkia steerisiä tiloja, joita suolessa tapahtuu in vivo. Soluja voi kasvattaa 
läpäisevän filtterin pinnalla, joka sallii ioneiden ja ravintoaineiden pääsyn solukerroksen 
molemmille puolille. Tämän vuoksi niitä on ehdotettu fysiologiseksi malliksi kuljetus- ja 
toksikologisiin tutkimuksiin. (Sambuy ym. 2005) Tällöin solukerroksen yhteneväisyyden 
tarkkailemiseen käytetään TEER -arvojen mittaamista eli trans-epithelial electrical 
resistanssia. (Sambuy ym. 2005.) 
  
Alkuperäisen eristyksen jälkeen Caco-2 soluja on levitetty useisiin laboratorioihin ympäri 
maailmaa, jotka tuottavat eri-ikäisiä ja ns. passage luvultaan erilaisia Caco-2 populaatioita.  
Useiden kirjoittajien mukaan jakoluku vaikuttaa eri toimintoihin ja aktiviteetteihin 
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solulinjassa. TEER -arvot lisääntyvät suuremmissa jakoluvuissa. Solujen jakaantumisnopeus 
kasvaa myös jakoluvun kasvaessa. Caco-2 solujen erilaistumisella on ilmeisesti tarkka 
aikataulu. Konfluenttisuus saavutetaan yleensä 3 päivänä jaon jälkeen ja TEER -arvot 
saavuttavat tasannevaiheen 15 päivän kuluessa. (Sambuy ym. 2005; Gaillard ym. 1996.) 
 
L. monocytogenes bakteerille kehitettiin Caco-2 pohjainen in vitro -solumalli, jolla pystyttiin 
tutkimaan bakteerin aiheuttamaa infektiota. Tutkimuksessa huomattiin, että L. monocytogenes 
pystyi menemään Caco-2 solujen sisään indusoimalla solujen omaa fagosytoosia ja 
monistumaan näissä soluissa. Bakteerin kasvu solujen sisällä riippui hemolyyttisen tekijän 
listeriolysiini O:n erittämisestä. Tätä tukee se, että nonhemolyyttinen Listeria mutantti ei 
pysty merkittävästi kasvamaan Caco-2 solujen sisällä. (Gaillard ym. 1987.) 
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KOKEELLINEN OSA 
 
5 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Tämän pro gradu -tutkielman tavoitteena oli selvittää millaisia vaikutuksia pinosylviinillä on 
Listeria monocytogenes -bakteerin lisääntymiseen Caco-2 solumallissa. 
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6 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
   
6.1 Käytetty solulinja 
 
Tutkimuksessa käytettiin ihmisen paksunsuolensyövästä peräisin olevaa Caco-2 solulinjaa 
(ATCC HTB-37), joka on saatu Kuopion yliopiston (nykyisin Itä-Suomen yliopisto) 
farmasian laitokselta. Solukokeissa käytettiin soluja jakojen 44–47 ja 44–60 välillä. 
 
 
6.2 Käytetyt bakteerikannat ja kasvatusalustat 
 
Tutkimukseen valittiin Sanna Piekkolan pro gradu -työn (2006) perusteella Listeria 
monocytogenes kantoja, jotka olivat hyvin invasiivisia ja solun sisällä monistuvia. Kannat 
ovat listattuna taulukkoon 1.  
 
Bakteerikantojen kasvualustoina käytettiin Brain Heart Infusion -lientä (BHI, Lab M, 
Englanti), verimaljoja (blood agar base, Lab M; defibrinoitu naudan veri, Englanti) ja 
tryptonisoija-maljoja (TSA, Lab M, Englanti). 
 
Taulukko 1. Tutkimuksessa käytetyt bakteerikannat ja niiden alkuperä (Piekkola 2006) 
Kanta Eristetty serotyyyppi 
Eela Hki L211 epidemiakylmäsavukirjolohi 1/2 a 
Eela Oulu ba 2392/4 naudan sikiön aivot 1/2a 
Eela Hki L627 b voiepidemia, voi  3a 
KTL IHD 43573 voiepidemia, potilas  3a 
 
 
6.3 Pinosylviini 
 
Tutkimuksessa käytettiin pinosylviiniä, joka oli saatu professori Stefan Willföriltä Åbo 
akademian puu- ja paperikemian laitokselta. Pinosylviini oli 99 %:sti puhdasta. 
Tutkimuksessa pinosylviini liuotetiin DMSO:hon. Testattavat pinosylviinipitoisuudet olivat 
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50, 75, 100 ja 200 µM. Eri bakteerikannoille käytettiin eri pinosylviinipitoisuuksia. Kannoille 
Eela Hki L211 ja Eela Oulu ba 2392/4 käytettiin pitoisuuksia 50, 75, 100 ja 200 µM ja 
kannoille Eela Hki L627 b ja KTL IHD 43573 käytettiin pitoisuuksia 50, 100 ja 200 µM.  
 
Pinosylviiniä punnittiin 2,12 mg ja se liuotettiin 500 µl DMSO:ta. Tämän liuoksen 
konsentraatio on 20 mM, ja siitä otettiin testiin 10 µl, siten että saatiin testin korkein 
pinosylviinin konsentraatio 200 µM. Muut pitoisuudet valmistettiin myös 20 mM kantaliuosta 
laimentaen.  
 
 
6.4 Soluviljely 
 
6.4.1 Solukasvatusmedium 
 
Solut kasvatettiin 10 % mediumissa joka sisälsi: 87 % DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium; Biowhittaker), 9 % FBS (Fetal Bovine Serum, Euroclone), 0.9 % NEAA (Non-
Essential Amino Acid Solution 100*; 88 Euroclone), 0.9 % Penicillin Streptomycin Solution 
100*; (Euroclone), 0,9 % L-glutamine Solution 100*; (Euroclone) ja 1,7 % Hepes 
(Euroclone). Soluja inkuboitiin soluviljelyinkubaattorissa (Heraus, Hera cell) +37 °C:ssa sekä 
5 % CO2. 
 
 
6.4.2. Kasvatusolosuhteet ja ylläpito 
 
Solujen rutiinikasvatus:  
 
Kokeessa Caco-2 -soluja kasvatettiin kahden viikon ajan 24-kuoppalevyllä (Tissue Culture 
Plate 24-well, Sarstedt), jonka aikana niille vaihdettiin medium noin joka toinen päivä. Solut 
kasvoivat yhtenä solukerroksena kuoppalevyn pohjalla ja solumaton eheyttä tarkkailtiin 
mikroskoopin avulla. 
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Soluja kasvatettiin rutiinikasvatuksessa soluviljelypulloissa (T75 Tissue Culture Flask, 
Sarstedt), jotka kasvatettiin n. 80 % konfluenteiksi, jonka jälkeen solut jaettiin seuraavan 
protokollan mukaan. Solujen ylläpitoa varten kaikki tarvittavat liuokset lämmitettiin 
vesihauteella +37 °C. Solut irroitettiin soluviljelypullojen pohjasta trypsinoimalla. Ennen 
trypsinointia solut huuhdottiin kahdesti 1 x PBS-liuoksella (D-PBS, Euroclone, Englanti), 
jotta kasvatusmediumin sisältämä seerumi saatiin poistettua. Pesun jälkeen soluille pipetoitiin 
trypsiiniä (Trypsin solution, Euroclone, Englanti), joka levitettiin koko pullon pohjalle 
kallistelemalla. Pulloa inkuboitiin trypsiinin kanssa n. 6 minuuttia, jonka jälkeen pulloa 
kopautettiin muutaman kerran laminaarikaapin reunaan, jotta solut saatiin kunnolla irti pullon 
pohjasta. Sitten pulloon lisättiin kasvatusmediumia ja solut suspensoitiin edestakaisin 
pipetoimalla useaan kertaan. Tämän jälkeen solususpensio siirrettiin falcon-putkeen ja 
sentrifugoitiin 5 min 1500 rpm huoneenlämpötilassa. Sitten supernatantti imettiin pois ja 
solusakka suspensoitiin kasvatusmediumiin. Tästä suspensiosta otettiin pieni näyte solujen 
laskemista varten. 
 
Solut laskettiin hemasytometrin (Bürker, Marienfeld, Saksa) avulla. Solususpensiosta 
määritettiin elävät solut tekemällä 1/5 -laimennos erytrosiiniliuoksen kanssa. Kunnollisen 
sekoituksen jälkeen laimennosta pipetoitiin kumpaakin Bürker-kammioon, jonka jälkeen 
laskettiin mikroskoopin avulla elävät (värittömät) solut yhteensä kymmenestä ruudusta. 
Kammioista saadut solumäärät laskettiin yhteen ja huomioitiin laimennos sekä laskettujen 
solujen määrä seuraavan kaavan mukaisesti: 
 
A x B x 10
4
 = solujen lukumäärä /ml 
       C 
 
jossa, A= laskettu solumäärä 
          B= laimennoskerroin 
          C = laskettujen ruutujen lukumäärä   
 
Jatkoviljelmään pyrittiin saamaan noin 1,75-1,9*10
6
 solua 75 cm
2
 soluviljelypulloon. Uusiin 
soluviljelypulloihin pipetoitiin ensin medium ja sitten tarvittava määrä soluja. Soluja 
inkuboitiin +37 °C:ssa sekä 5 % CO2..  
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Solujen jako kuoppalevylle:  
 
Solut jaettiin 24-kuoppalevyille siten, että solut trypsinoitiin ja solut laskettiin samoin kuin 
solujen rutiinikasvatuksen yhteydessä. Tarvittava solumäärä oli 2,5*10
5 
solua/ml.  
 
Ensin laskettiin yhden kuopan solutarve kaavalla c1v1=c2v2, jossa  
c1 = haluttu solukonsentraatio 
v1= kuopan tilavuus 
c2= laskettu solukonsentraatio 
v2= x 
 
Kaavan avulla saadaan selville, kuinka paljon solususpensiota (ml) tulee yhtä kuoppaa 
kohden. Yhden kuopan tilavuus on 1 ml. Vähentämällä kuopan kokonaistilavuudesta laskettu 
solususpensiomäärä, saadaan laskettua kuinka paljon kasvatusmediumia tulee yhtä kuoppaa 
kohti.  Kun tarvittavat solumäärät ovat tiedossa, solususpensio laimennetaan sopivaksi. Sitten 
solususpensio sekoitettiin huolellisesti ja pipetoitiin 1 ml suspensiota jokaiseen kuoppaan. 
Testausta varten tarvitaan kolme 24-kuoppalevyä, joille jokaiseen kuoppaan pipetoitiin 
tarvittava määrä soluja. Kuoppalevylle jaon yhteydessä jaettiin soluja myös kasvatuspulloihin, 
jotta solukanta saatiin ylläpidettyä. 
 
Altistuskokeita varten soluja kasvatettiin kuoppalevyillä 14 vuorokauden ajan. 
Kuoppalevyille vaihdettiin kasvatuksen aikana kasvatusmedium pääsääntöisesti joka toinen 
päivä.  
 
 
6.5 Bakteerisuspensio 
 
Altistuskokeisiin haluttu bakteerisuspensio valmistettiin erikseen jokaisena testipäivänä. 
Bakteeripitoisuudeksi valittiin Sanna Piekkolan pro gradu -työn (2006) perusteella 2 x 10
7 
pmy/ml. 
 
Bakteeripitoisuus määritettiin kasvattamalla kutakin bakteerikantaa 18 h ajan BHI-liemessä, 
jonka jälkeen bakteerikasvatuksesta tehtiin 1:10 laimennossarja 0,1 % peptonisuolaveteen ja 
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maljaamalla sopivat laimennokset TSA-maljoille. Maljoja inkuboitiin vuorokauden ajan +37 
°C:ssa ja inkuboinnin jälkeen maljoilla olevat pesäkkeet laskettiin. 
 
Kullekin testattavalle bakteerikannalle määritettiin bakteeripitoisuus 18 h kasvun jälkeen ja 
tätä lukua hyödynnettiin laskettaessa jokaiselle bakteerikannalle oma laimennossuhde. Tällöin 
pystyttiin määrittämään laimennossuhde hyvissä ajoin ennen altistuspäiviä. 
 
Laimennossuhde laskettiin kaavalla c1v1=c2v2, jossa  
v1= x 
c1= 18h inkuboidun kasvatuksen pmy/ml  
c2= Haluttu pitoisuus pmy/ml 
v2= 1 ml 
 
 
6.6 Altistusten suorittaminen 
 
Altistusta edeltävänä päivänä oli soluille vaihdettu uusi 10 % antibiootiton kasvatusmedium. 
Altistuspäivän aamuna kuoppalevyillä olevat solut pestiin kerran 1 ml 1 x PBS-liuoksella. 
 
Altistuskokeet tehtiin kullekin bakteerikannalle neljä kertaa. Yhdellä altistuskerralla testattiin 
kaksi bakteerikantaa kerrallaan. Kaikki testattavat kannat määritettiin vähintään kolmena 
rinnakkaisena.  
 
Altistukset suoritettiin aina kahtena peräkkäisenä päivänä joista ensimmäisenä suoritettiin 
varsinainen altistus ja seuraavana päivänä 21,5 h tunnin monistuskokeen jälkeinen viljely. 
Altistus käsitti adheesio-, invaasio- ja monistumiskokeet. Kukin koe omalle levylleen ja 
vähintään kolmea rinnakkaista kuoppaa käyttäen.   
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6.6.1 Bakteerisuspension valmistaminen 
 
Tutkittavat bakteerikannat oli herätetty syväjäästä verimaljalle, josta tehty puhdasviljelmä 
uudistettiin viikoittain. Testiä edeltävänä päivänä tehtiin kustakin testattavasta 
bakteerikannasta liemiviljely BHI-liemeen, jota inkuboitiin tasan 18 h +37 °C:ssa.  
 
Yön yli kasvanut bakteerisuspensio sentrifugoitiin huoneenlämmössä 10 minuutin ajan 4000 
rpm (Jouan BR4i – sentrifuugi). Supernatantti poistettiin varovasti kaatamalla ja 
bakteeripelletti suspensoitiin 3 ml 1 x PBS-liuosta. Sentrifugointi toistettiin, jonka jälkeen 
pelletti pestiin uudelleen 1 x PBS:llä. Toisen pesun jälkeen supernatantti poistettiin ja pelletti 
suspensoitiin varovasti 5 ml DMEM-liuosta. Tästä liuoksesta tehtiin bakteerilaimennos 
DMEM-liuokseen altistusta varten, kullekin bakteerikannalle aikaisemmin määritetyllä 
omalla laimennossuhteella.   
 
 
6.6.2 Adheesio 
 
Adheesiokokeessa määritettiin, pystyvätkö testattavat kannat kiinnittymään Caco-2 -solujen 
pintaan. Testissä soluja inkuboitiin bakteerikantojen kanssa puolen tunnin ajan, jonka jälkeen 
kiinnittymättömät bakteerit pestiin pois. Tämän jälkeen solut hajotettiin, jolloin saatiin 
määritettyä soluihin kiinnittyneiden bakteerien määrä.  
 
Ensimmäiseksi soluilta pipetoitiin 1 x PBS-liuos pois ja tilalle pipetoitiin vasta valmistettu ja 
hyvin sekoitettu bakteerisuspensio (500 µl). Kontrollikuoppaan pipetoitiin bakteerisuspension 
sijasta DMEM-liuosta. Sitten levy siirrettiin inkubaattoriin (+37 °C, 5 % CO2).  
 
Puolen tunnin kuluttua levy otettiin inkubaattorista ja bakteerisuspensio poistettiin kuopista. 
Tämän jälkeen kuopat pestiin varovasti 1 x PBS:llä kolme kertaa. Sitten kuopille lisättiin 500 
µl kylmää 0,1 % Triton-X-liuosta ja levyä inkuboitiin 10 minuuttia jäähauteessa. Tämän 
jälkeen sekoitettiin hyvin pipetoimalla edestakaisin, ja suspensio siirrettiin 4,5 ml 0,1 % 
peptoni-suola-laimennosvesiputkeen ja sekoitettiin hyvin. Sitten tästä seoksesta tehtiin 1:10 
laimennossarja 0,1 % peptoni-suola-laimennosveteen, ja sopivat laimennokset viljeltiin TSA- 
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maljoille kahdelle rinnakkaiselle maljalle. Maljoja inkuboitiin +37 °C 24 h ajan, jonka jälkeen 
maljoilla olevat pesäkkeet laskettiin.  
 
Kaikilla testikerroilla tehtiin altistuskokeisiin käytetyille bakteerilaimennoksille 1:10 
laimennossarja 0,1 % peptoni-suola-laimennosveteen ja sopivat laimennokset viljeltiin TSA- 
maljoille kahtena rinnakkaisena, joita inkuboitiin + 37 °C 24 h ajan. Tämän jälkeen maljoilla 
olevat pesäkkeet laskettiin. Tämä tehtiin, jotta saatiin selville tarkka altistuspitoisuus kullekin 
testattavalle kannalle. 
 
 
6.6.3 Invaasio 
 
Invaasiossa soluja altistettiin bakteereille kahden tunnin ajan, jolloin saatiin selville, kuinka 
paljon bakteereita oli päässyt invasoitumaan Caco-2 solujen sisään. Altistuksen jälkeen 
kiinnittymättömät bakteerit pestiin pois ja ulkopuolelle kiinnittyneet bakteerit tuhottiin 
inkuboimalla soluja antibiootin kanssa. 
 
Invaasiokokeessa alku oli samanlainen kuin adheesion kohdalla eli soluilta pipetoitiin 1 x 
PBS pois ja tilalle pipetoitiin huolellisesti sekoitetut bakteerisuspensiot. Levyä inkuboitiin 
+37 ºC, 2 tuntia. Tämän jälkeen solut pestiin varovasti kolme kertaa 1 x PBS-liuoksella. 
Pesun jälkeen soluille pipetoitiin 500 µl 100 µg/ml gentamysiiniliuosta (gentamicin sulfate, 
Sigma Steinheim, Saksa) ja soluja inkuboitiin +37 °C, 5 % CO2:ssa 1,5 h solujen ulkopintaan 
kiinnittyneiden bakteerien tappamiseksi. Tämän jälkeen solut pestiin kerran 1 ml 1 x PBS:llä. 
Sitten solut hajotettiin ja viljeltiin kuten adheesiossa.  
 
 
6.6.4 Monistuminen 
 
Monistumiskokeessa haluttiin selvittää Listeria-kantojen kyky lisääntyä Caco-2 -solujen 
sisällä, sekä selvittää, pystyykö pinosylviini estämään Listeria-kantojen mahdollista kasvua 
solujen sisällä. Testissä solun sisälle tunkeutuneiden bakteerien annettiin lisääntyä solujen 
sisällä 21,5 h.   
  
44 
 
 
Monistumiskokeessa soluja inkuboitiin bakteerien kanssa 2 tuntia, jonka jälkeen 
bakteerisuspensio poistettiin ja solut pestiin kolmesti 1 x PBS:llä. Tämän jälkeen soluille 
pipetoitiin 100 µg/ml gentamysiiniliuosta solujen ulkopintaan kiinnittyneiden bakteerien 
tappamiseksi. Puolentoistatunnin gentamysiinikäsittelyn jälkeen 100 µg/ml gentamysiiniliuos 
poistettiin ja tilalle lisättiin 1 ml 5 µg/ml pinosylviinipitoista gentamysiiniliuosta, jotta 
varmistettiin että bakteerit lisääntyivät vain solujen sisällä. Kullekin pinosylviinipitoisuudelle 
oli kolme rinnakkaista kuoppaa ja lisäksi kontrolleina olivat pelkät tutkittavaa bakterikantaa 
sisältävät solut ja solut, joille laitettiin tutkittavan bakteerikannan lisäksi gentamysiiniliuoksen 
mukana 10 µl DMSO:ta (tämä sen vuoksi että pinosylviini oli liuotettu DMSO:hon).  Sitten 
levyä inkuboitiin +37 ºC niin kauan, että altistuksen alkamisesta oli kulunut 21,5 h. 
Inkubointiajan kuluttua antibioottiliuos poistettiin, solut hajotettiin, ja viljeltiin kuten 
adheesio- ja invaasiokokeissa. 
 
 
6.7 Tulosten käsittely 
 
Altistuskokeiden pesäkemäärien laskemisen jälkeen kullekin bakteerikannalle laskettiin 
kaikkien kokeiden pitoisuuksista (pmy/ml) keskiarvot. Kullekin bakteerikannalle 
altistuskokeet suoritettiin neljällä erillisellä testikerralla, kolmella eri pinosylviinipitoisuudella 
kolmena rinnakkaisena kuoppana. Rinnakkaisten tulosten väliltä laskettiin niiden keskiarvot, 
joista laskettiin kaikkien altistuskertojen väliset keskiarvot, jotka esitetään lopullisina 
tuloksina. Kullekin pinosylviinipitoisuudelle laskettiin myös keskiarvot kaikkien 
bakteerikantojen tuloksista.   
 
Lisäksi laskettiin kullekin kannalle monistumiskertoimet kustakin pinosylviinipitoisuudesta. 
Monistumiskertoimet laskettiin jakamalla monistumisen pitoisuus invasoituneiden määrällä. 
Lisäksi adheesio- ja invaasiokokeista laskettiin kullekin kannalle adheesio- ja 
invaasioprosentit. 
 
Tulokset käsiteltiin myös tilastollisesti SPSS 17.0-ohjelmalla yksisuuntaisen 
varianssianalyysin (ANOVA) avulla.  
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7 TULOKSET  
 
7.1 Adheesio ja invaasiokokeet 
 
Korkein adheesioprosentti oli testattavista kannoista Eela Hki L211 -kannalla, jonka 
adheesioprosentti oli 2,32 %. Huonoimmin soluihin adhesoitui Eela Hki L627 b -kanta. 
Invaasioprosentit olivat suhteessa adheesioprosenttiin. Kuitenkin suurin invaasioprosentti oli 
kannalla Eela Oulu ba 2392/4, jonka adheesioprosentti oli pienempi kuin parhaan 
adhesoitujan. Alhaisin invaasioprosentti oli kannalla Eela Hki L627 b (Kuva 5). 
 
Kuva 5. Kaikkien kantojen adheesio- ja invaasioprosentit, ja niiden keskihajonnat, n= 4 
 
 
7.2 Monistumiskoe 
 
Monistumisen osalta tulos on hyvin selkeä. Käytetyt kontrollit osoittavat, että L. 
monocytogenes-kannat pystyvät lisääntymään Caco-2-solujen sisällä. Kantojen kesken on 
kuitenkin suurta vaihtelua monistumiskertoimissa. Kaikkein parhaiten monistuivat kannat 
Eela Hki L627 b ja KTL IHD 43573.  Kaikkien kantojen monistumisen tulokset kaikkien 
pinosylviinipitoisuuksien osalta ovat taulukossa 3. 
 
Liuotinkontrollina käytetty DMSO-kontrolli osoitti, että pinosylviininäytteissä ollut liuotin 
DMSO ei itse estä monistumista. Lähes kaikilla kannoilla DMSO-kontrollin 
monistumiskerroin on isompi tai lähes samalla tasolla kuin pelkällä kannalla. Kolmen 
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testikannan kohdalla neljästä DMSO-kontrollin pmy/ml arvo oli suurempi kuin vastaavan 
kontrollin ilman DMSO:ta. Nämä kannat ovat Eela Hki L211, Eela Hki L627 b ja KTL IHD 
43573. 
 
Käytetyistä pinosylviinipitoisuuksista saatiin kaikkien testattavien kantojen kohdalla sama 
tulos. Suurimmalla pitoisuudella 200 µM pinosylviini esti L. monocytogenes -kantojen 
lisääntymisen Caco-2-solujen sisällä, kuten myös pienemmällä pitoisuudella (100 µM).  
 
Kannat Eela Hki L211 ja Eela Oulu ba 2392/4 osoittautuivat herkiksi pinosylviinille, joten 
200 µM pitoisuudella tehtyjä kokeita ei toistettu. Sen sijaan modifioitiin testattavia 
pinosylviinipitoisuuksia ottamalla mukaan 75 µM-pitoisuus. Tämä pinosylviinipitoisuus esti 
myös kantojen kasvua, mutta ei yhtä voimakkaasti kuin 100 µM pitoisuus.  
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Taulukko 3. Monistumiskokeen tulosten yhteenveto kaikkien testattavien L. monocytogenes -
kantojen ja pinosylviinipitoisuuksien osalta  
Kanta Kontrolli DMSO 
Kontrolli 
50 µM 
Pinosylviini 
75 µM 
Pinosylviini 
100 µM 
Pinosylviini 
200µM 
Pinosylviini 
Eela Hki L211       
Pesäkemäärä 
pmy/ml 
4,6 x 10
7
 5,3 x 10
7
 3,6 x 10
7
 2,6 x 10
7
 3,2 x 10
6
 2,2 x 10
4
 
Monistuskerroin 104 120 81 58 7,2 0,05 
Eela Oulu ba 
2392/4 
      
Pesäkemäärä 
pmy/ml 
6,3 x 10
7
 5,3 x 10
7
 3,3 x 10
7
 2,0 x 10
7
 3,5 x 10
6
 4,5 x 10
4
 
Monistuskerroin 138 115 69 40 5.8 0,01 
p*     0,013  
p**     0,026  
Eela Hki L627 b       
Pesäkemäärä 
pmy/ml 
4,9 x 10
7
 5,7 x 10
7
 3,4 x 10
7
 n.t. 3,6 x 10
6
 1,1 x 10
4
 
Monistuskerroin 444 505 310 n.t. 35 0,09 
p*     0,05 0,031 
p**     0,017 0,011 
KTL IHD 43573       
Pesäkemäärä 
pmy/ml 
6,6 x 10
7
 8,0 x 10
7
 5,0 x 10
7
 n.t. 3,1 x 10
6
 1,6 x 10
4
 
Monistuskerroin 391 467 294 n.t. 16 0,09 
p*      0,045 
p**     0,015 0,011 
*Merkitsevyys verrattuna kontrolliin, **Merkitsevyys verrattuna DMSO kontrolliin, n.t. = not 
tested, ei testattu   
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Kuva 6. Monistumiskokeen monistumiskertoimet ja hajonta kaikkien kantojen osalta 
testattaville pinosylviinipitoisuuksille.  
 
Kaikkien kantojen osalta tulokset ovat hyvin samansuuntaiset, vaikka kantojen välillä oli 
suurta vaihtelua monistumiskertoimien osalta (Kuva 6). Pinosylviini monistumiskokeessa 
estää L. monocytogenes bakteerin lisääntymisen. Suurimmalla pitoisuudella monistuminen on 
täysin estynyt.  
 
 
7.3 Tilastollinen tarkastelu 
 
Tulokset käsiteltiin tilastollisesti SPSS statistics 17.0 -ohjelman avulla. Tulokset analysoitiin 
yksisuuntaisen varianssianalyysin (ANOVA) avulla. Sen avulla voidaan tutkia, ovatko 
ryhmien väliset keskiarvot samat. Tässä tapauksessa tutkittiin, eroavatko eri 
pinosylviinipitoisuudet kunkin bakteerikannan kohdalla kontrolleihin verrattuna. 
Varianssinanalyysi lisäksi tarvitaan ns. post hock -testi, koska varianssianalyysi tutkii vain 
sitä, ovatko keskiarvot samoja, eikä ryhmien välillä olevia mahdollisia eroja. Tässä 
tutkimuksessa käytettiin lisäksi Tukeyn menetelmää, joka vertailee kaikkia keskiarvoja 
toisiinsa ja soveltuu kun vertailuja on useita. (Metsämuuronen 2005)  
 
Koska kannoilla Eela Hki L211 ja Eela Oulu ba 2392/4 pinosylviinipitoisuutta 200 µM 
testattiin vain kerran, ne jätettiin pois varianssianalyysistä. Kannan Eela Hki L211 kohdalla ei 
löytynyt varianssianalyysillä tilastollisesti merkitseviä eroja. Kannalle Eela Oulu ba 2392/4 
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yksisuuntainen varianssianalyysi antoi tilastollisesti merkittävän eron eri 
pinosylviinipitoisuuksien ja kontrollien välille (p= 0.011).  
 
Kannalle Eela Hki L627 b yksisuuntainen varianssianalyysi antoi tilastollisesti merkittävän 
eron (p= 0.004). Tukeyn testi paljasti, että pinosylviinipitoisuudet 100 ja 200 µM erosivat 
tilastollisesti molemmista kontrolleista. Pitoisuuden 100 µM ja kontrollin välinen 
merkitsevyys oli p= 0.05 ja DMSO kontrollinen välinen merkitsevyys p= 0.017. Pitoisuuden 
200 µM ja kontrollin välinen merkitsevyys oli p= 0.031 ja DMSO kontrollin välillä 
merkitsevyys oli p= 0.011.  
 
Kannalle KTL IHD 43573 yksisuuntainen varianssianalyysi antoi tilastollisesti merkittävän 
eron (p= 0.004). Tukeyn testi osoitti, että tilastollisesti merkittävä ero löytyi 200 µM 
pinosylviinipitoisuudelle molempiin kontrolleihin verrattuna (DMSO kontrolli p= 0.011 ja 
kontrolli p= 0.045) ja 100 µM pinosylviinipitoisuudella tilastollisesti merkittävä ero oli vain 
DMSO kontrolliin verrattuna (p= 0.015). Merkitsevyydet on esitetty taulukossa 3.  
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8 POHDINTA 
 
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää pinosylviinin mahdollista vaikutusta Listeria 
monocytogenes -bakteerin lisääntymiseen Caco-2-solujen sisällä. Pinosylviinin on aiemmin 
huomattu estävän L. monocytogenes -bakteerin kasvua (Välimaa ym. 2007; Komulainen 
2009; Väkeväinen 2010). 
 
Monistumiskokeen tulos oli hyvin selkeä, sillä pinosylviini esti Listeria monocytogenes -
bakteerin lisääntymisen kaikilla testatuilla kannoilla. Käytetyt kontrollit osoittavat, että L. 
monocytogenes -kannat pystyvät invasoitumaan ja monistumaan Caco-2-soluissa. Myös 
Piekkola (2006), Gaillard ym. (1987) ja Van Langendonck ym. (1998) tutkimuksissa on saatu 
samanlaisia tuloksia. Kantojen kesken oli kuitenkin suurta vaihtelua monistumiskertoimissa. 
Kaikkein parhaiten monistuivat kannat Eela Hki L627 b ja KTL IHD 43573. Näillä kannoilla 
suuri monistumiskerroin voi johtua myös siitä, että niiden invaasioprosentti jäi alhaisemmaksi 
kuin kahdella muulla kannalla. Piekkolan (2006) tutkimuksessa puolestaan parhaiten 
monistuivat kannat Eela Hki L211 ja Eela Oulu ba 2392/4.  
 
Verrattuna muihin aikaisempiin tutkimuksiin oli tulos samankaltainen. Väkeväisen (2010) 
tutkimuksessa oli huomattu, että pinosylviini esti L. monocytogenes -bakteerin kasvua 
kasvatusliemessä Bioscreen C -laitteella mitattuna pitoisuudella 250 µM, joka on suurempi 
kuin tässä pro gradu -tutkimuksessa käytetyt pitoisuudet. Pitoisuudella 125 µM pinosylviini 
esti kasvun n 76 %:sti. Vastaava kasvunesto saatiin tässä tutkimuksessa 100 µM pitoisuudella.   
 
Komulaisen (2009) tutkimuksessa testattiin myös pinosylviinin kasvunestoa kasvatusliemessä 
Bioscreen C -laitteella. Tuloksena oli, että pinosylviini esti L. monocytogenes -bakteerin 
kasvun 99 %:sti 75 µg/ml ja 62,5 µg/ml pitoisuuksilla. Lähes täysin (95 %) L. monocytogenes 
-bakteerin kasvu estyi 50 µg/ml pitoisuudella ja 57 %:sti pitoisuudella 25 µg/ml.  Verrattuna 
tämän pro gradun tuloksiin olivat Komulaisen tutkimuksessa käytetty suurin konsentraatio (50 
µg/ml eli 235 µM) on hieman suurempi. Korkeimpien pitoisuuksien osalta Komulaisen 
tutkimuksessa kasvatusliemessä saadut kasvunestot olivat samansuuntaisia kuin tämän pro 
gradun solunsisäistä kasvua koskeva tulos 200 µM pitoisuudella. Sen sijaan 25 µg/ml 
pitoisuus ei Komulaisen 2009 tutkimuksessa estänyt kuin 57 %:sti bakteerin kasvua, kun taas 
tässä gradussa lähes samansuuruinen pitoisuus 100 µM esti kaikkien kantojen solunsisäisen 
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kasvun melkein kokonaan. Tämä johtuu todennäköisesti siitä, etteivät olosuhteet bakteerien 
kasvulle solujen sisällä ole niin edulliset kuin pelkässä kasvatusliemessä.  
 
Väkeväisen (2010) tutkimuksessa oli tehty Caco-2-soluille sytotoksisuustestit, joissa 
havaittiin, että pinosylviini on sytotoksista pitoisuuksilla 0,25 mM - 1 mM. Pienemmillä 
konsentraatioilla pinosylviini ei ole lainkaan tai on vain vähän toksista. Väkeväisen 
tutkimuksen tuloksen perusteella voidaan sanoa, että tässä tutkimuksessa käytetyt 
pinosylviinikonsentraatiot eivät tappaneet käytettyjä Caco-2-soluja.  
 
Tämän tutkimuksen pinosylviinipitoisuuksia valitessa oli tiedossa Väkeväisen (2010) 
tutkimuksen tulokset, joten tietoisesti valittiin suurimmaksi pinosylviinipitoisuudeksi 200 
µM, joka on hyvin lähellä sytotoksisuusrajaa. Väkeväisen tutkimuksessa sytotoksisuustesti oli 
kuitenkin tehty 72 tunnin altistuksen jälkeen. Tähän tutkimukseen konsentraatioita valitessa 
ajateltiin, ettei 200 µM olisi sytotoksista alle 24 h altistuksessa.  
 
Välimaan ym. (2007) tutkimuksen mukaan pinosylviini oli erittäin sytotoksista Hepa-1-
solulinjalle pitoisuudessa 200 µM. Pitoisuudella 100 µM pinosylviini oli vain lievästi 
sytotoksista. Tässä työssä käytetty 200 µM -pitoisuus ei kuitenkaan ollut sytotoksista. 
Kuitenkaan solulinjat eivät näissä tutkimuksissa olleet samat ja eri solulinjojen välillä on 
ilmeisesti suuria eroja herkkyydessä pinosylviiniä kohtaan. Kasvatusliemessä tehdyssä 
antimikrobisuustestissä pinosylviini oli estänyt L. monocytogenes -bakteerin kasvua 62 % 
pitoisuudessa 500 µM. Tutkimuksessa oli käytetty kantaa EELA 626, mitä ei käytetty tässä 
pro gradu tutkimuksessa. Eri L. monocytogenes -bakteerikannat voivat reagoivat 
antimikrobisuustesteissä eri tavoin ja eri tutkimuksien välisistä vaihteluista johtuen olisi 
pinosylviinin antimikrobisuus hyvä selvittää tarkemmin. 
 
Mikäli pinosylviiniä haluttaisiin tulevaisuudessa käyttää resveratrolin tavoin ravintolisänä, 
tulisi sen turvallisuuus selvittää. Stilbeenien kohdalla on myös ongelmana huono liukoisuus 
veteen ja taipumus hapettua helposti sekä hajota valon vaikutuksesta. Näitä ominaisuuksia 
voitaisiin parantaa liittämällä stilbeeni kantaja-aineeseen. Tätä on pinosylviinin osalta tutkittu, 
jotta sitä voitaisiin hyödyntää elintarvikkeiden pakkausmateriaaleissa. (Lopez Nicolas ym 
2009.)  
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Pinosylviinin kohdalla turvallisuutta tulisi tutkia tarkemmin ennen ravintolisänä käyttöä, jotta 
sen turvallisuus terveitä kudoksia kohtaan saadaan selvitettyä. Ravintolisien kohdalla 
lainsäädäntö ei kuitenkaan edellytä turvallisuuden todistamista, kuten esimerkiksi lääkkeiden 
kohdalla, mutta tuotteen tulee olla elintarvikkeeksi kelpaavaa, eikä se saa aiheuttaa vaaraa 
ihmisen terveydelle. Mikäli pinosylviiniä haluttaisiin tulevaisuudessa käyttää elintarvikkeissa 
lisäaineena, tulee pinosylviinin turvallisuus selvittää elintarvikelainsäädännön mukaisesti 
tarkemmin kuin ravintolisien kohdalla. Elintarvikekäytössä tulee olla suuret 
turvallisuusmarginaalit, sillä ensin uusille aineille tulee määrittää eläinkokeilla NOEL-arvo (ei 
havaittavia ominaisuuksia), josta lasketaan 100-kertaisen turvamarginaalin avulla ADI-arvo, 
eli päivittäinen enimmäissaanti, jolle voi altistua päivittäin. (Borchers ym. 2010.) Tämän 
tutkimuksen tuloksen perusteella turvamarginaalit eivät pinosylviinin kohdalla täyty, koska 
suurin pitoisuus, jolla kasvunesto saatiin aikaan, on liian lähellä sytotoksista rajaa. 
 
Pinosylviinin kohdalla metaboliaa terveissä kudoksissa olisi hyvä tutkia tulevaisuudessa, sillä 
tähän mennessä sitä on tutkittu lähinnä vain eri syöpäsolulinjoille ja eläinsoluille. Pinosylviini 
on myös osoittautunut heikosti sytotoksiseksi terveille ihon fibroblasteille IC50-arvolla 69 µM 
ja resveratrolin IC50-arvo oli 51 µM samassa tutkimuksessa (Simard ym. 2008). Tämä 
herättääkin epäilyksen, eroaako pinosylviinin vaikutus terveiden ja syöpäsolujen välillä. 
Tämän vuoksi pinosylviinin hyötykäyttöä esimerkiksi kosmetiikassa tulee tarkoin harkita. 
 
Pinosylviinin ja resveratrolin vaikutusmekanismeja tulee tulevaisuudessa tutkia erikseen, jotta 
saadaan selville ne ominaisuudet, joissa pinosylviini ja resveratroli ovat samanlaisia ja eroavat 
toisistaan. Sillä on huomattu, että esimerkiksi sienten kasvuun näillä yhdisteillä on ollut täysin 
päinvastainen vaikutus (Roupe ym. 2006a). Vastaisuudessa tulee myös tutkia pinosylviiniä 
eläinkokein, jotta saataisiin selville sen vaikutusmekanismit ja voitaisiin paremmin arvioida 
sen mahdollinen hyötykäyttö esimerkiksi elintarvikkeiden suojaamisessa tai ravintolisissä. 
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